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1 Einleitung und Zielsetzung 
Die Kieferorthopädie lässt sich in die orthodontische und orthopädische Therapie unterteilen. In 
beiden Therapieformen hat die Knochenremodellierung („bone remodelling“) eine große Bedeutung. 
In der orthopädischen Therapie werden während des Wachstums der Patienten skelettale Umbau-
prozesse durch muskuläre Effekte induziert oder gehemmt; eine Stabilisierung erfolgt anschließend 
durch skelettale Adaptation („form follows function“) [276, S. 286]. In der orthodontischen Therapie 
dagegen werden Umbauprozesse im Parodontalligament (PDL) und Alveolarknochen durch Kraft-
Applikation („kieferorthopädische Kraft“) auf Zähne induziert und diese dadurch im Zahnhalte-
apparat bewegt (kieferorthopädische Zahnbewegung, KZB). 
 Histologisch sind die Abläufe während der KZB sehr gut dokumentiert. Die eingeleitete 
Kraft induziert Umbauprozesse im umgebenden PDL und im Alveolarknochen: in Richtung der Kraft 
(„Druckseite“) stimuliert sie Knochenabbau durch Aktivierung von Osteoklasten und auf der 
entgegengesetzten Seite („Zugseite“) Knochenaufbau durch die Aktivierung von Osteoblasten. Die 
Umbauprozesse sind an ein intaktes PDL gekoppelt. Dies lässt auf eine Kommunikation zwischen 
den Geweben schließen. Wie diese intra- bzw. interzelluläre Kommunikation im Detail stattfindet, 
welche Signale bzw. Signalmoleküle daran beteiligt sind und inwieweit diese Kraft- und 
Richtungsabhängig ist, sind Gegenstand der aktuellen Forschung. 
Hinzu kommen näher zu bestimmende Patienten-spezifische Komponenten. Bereits 1932 
stellte A. M. Schwarz fest, dass auch bei gleicher Kraftgröße Patienten unterschiedlich schnell 
reagieren und dass diese individuellen Unterschiede auf unterschiedlich schnell ablaufende 
Knochenumbauprozesse zurückzuführen seien [230, S. 351]. Daher müsste auch die kieferortho-
pädische Therapie der individuellen Biologie eines Patienten Rechnung tragen. Genetische und 
epigenetische Faktoren und weitere individuelle Risikofaktoren werden in der Forschung diskutiert, 
um eine individualisierte, biologisierte Therapie des individuellen Patienten zu ermöglichen. 
Im ersten Teil meiner wissenschaftlichen Arbeiten habe ich mich mit der Genetik des 
Knochenremodelling beschäftigt [17-19]. Dysostosis cleidocranialis ist eine seltene, autosomal-
dominant vererbte Fehlbildung, die alle knochenbildenden Zentren betrifft und durch heterozygote 
Mutationen im Transkriptionsfaktor RUNX2 hervorgerufen wird. Sie zeigt phänotypische Plastizität 
und in familiären Fällen eine starke phänotypische Variabilität. Dies macht dieses Syndrom und das 
Gen RUNX2 auch für Untersuchungen zum Knochenumbau gleichermaßen interessant. 
Im zweiten Teil meiner wissenschaftlichen Arbeiten lag der Fokus auf mechanobiologischen 
Aspekten der Knochenremodellierung. In Zellkulturmodellen wurde die Druckkomponente der 
kieferorthopädischen Zahnbewegung simuliert und die zellulären Signalwege in Osteoblasten und 
PDL-Fibroblasten untersucht [20, 106, 107, 234, 235]. Hierzu wurden bereits etablierte Simulations-
verfahren dahingehend erweitert, dass sie entweder Simulationen über längere Zeiträume als bisher 
[106, 107] oder die Bestimmung der interzelluläre Kommunikation zwischen verschiedenen 
Zelltypen in einem Co-Kultur-Modell [234, 235] erlauben. 
Der dritte Teil meiner wissenschaftlichen Arbeit lag auf dem Gebiet der hormonellen Regulation der 
KZB und der individuellen Reaktion der Patienten [259]. Patienten berichten über schmerzhafte 
Erfahrungen während unterschiedlicher Behandlungs-Stadien. Über die Konzentration des Stress-
hormons Cortisol im Speichel lässt sich mentaler bzw. psychischer Stress objektiv bestimmen. 
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Die Cortisol-Sekretion im Speichel unterliegt einem diurnalen Rhythmus. Dieser ist für 
Erwachsene bekannt und beschrieben, für Jugendliche der Altersgruppe zwischen 10 und 14 Jahren 
dagegen nicht. Daher sollte in dieser Studie das Cortisol-Tagesprofil bestimmt werden und somit 
eine Basis für weitere Studien liefern [259]. 
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2 Eigene Arbeiten 
Im Folgenden werden acht, in Peer-begutachteten Fachzeitschriften veröffentlichte Originalarbeiten 
zusammengefasst und anschließend diskutiert. 
2.1 Genetik des Knochenremodelling: Dysostosis cleidocranialis 
Dysostosis cleidocranialis (CCD; OMIM 119600) ist eine seltene, autosomal-dominant vererbte 
allgemeine Dysplasie der dentalen und knöchernen Gewebe [17, 19, 188]. Das phänotypische 
Spektrum der CCD reicht von milden Formen mit isolierten dentalen Anomalien ohne skelettale 
Befunde über den klassischen Trias aus verspätetem Suturenverschluss, hypo- oder aplastisch 
angelegten Schlüsselbeinen und kraniofazialen Merkmalen (u. a. hochgradige Überzahl und 
Retention der bleibenden Zähne, Persistenz der Milchzähne sowie Hypoplasie des Mittelgesichtes 
und Wormsche Knochen im Hinterhauptbereich), bis hin zu den schweren Formen inklusive 
Kleinwuchs, weiteren Veränderungen des Skeletts und mentaler Retardierung [19, 39, 187]. 
Patienten mit CCD zeigen einen stark variierenden Phänotyp mit variabler Penetranz und in 
familiären Fällen intrafamiliärer Variabilität [17, 39, 63, 68, 187]. Aufgrund der starken phäno-
typischen Variabilität und das Auftreten milder CCD-Phänotypen ist davon auszugehen, dass CCD 
häufiger auftritt als die in der Literatur genannte Inzidenz von 1 : 1.000.000 [171] nahelegt. 
Heterozygote Mutationen im Lokus des Transkriptionsfaktors RUNX2 (OMIM 600211) 
wurden als genetische Ursache der CCD identifiziert [188, 196]. RUNX2 ist Mitglied der Familie 
der Runt-Transkriptionsfaktoren, zu der beim Menschen ebenfalls RUNX1 und RUNX3 gehören 
[102, 151]. Allen gemeinsam ist die sogenannte Runt-Domäne, auch „runt homologous domain“ 
(RHD) genannt. Die RHD-Sequenz ist evolutiv stark konserviert [113] und für die spezifische 
Bindung des Transkriptionsfaktors an die entsprechenden DNA-Promotorsequenzen der RUNX2-
regulierten Gene (u. a. alkalische Phosphatase, Kollagen I1, Kollagenase 3 (MMP13), Osteopontin 
und Osteocalcin) verantwortlich. Durch Bindung der CBF-Untereinheit („Core Binding Factor 
Beta“  ) an die RHD wird der funktionale, dimerisierte Transkriptionsfaktor gebildet 
[257, 294]. RUNX2 ist an sehr vielen Prozessen primärer oder sekundärer Biomineralisation 
beteiligt: unter anderem an der Knochen-Knorpel-Differenzierung [Übersicht in 298], der Zahn-
morphogenese [2], der Entstehung von osteolytischen Läsionen bei Brustkrebs [15], bei Arterien-
Verkalkung [37] und der vaskulären Kalzifizierung bei chronischer Nieren-Erkrankung [20]. Eine 
wesentliche Rolle spielt RUNX2 ebenfalls in der Mechanotransduktion von PDL-Fibroblasten [306] 
und Osteoblasten [20]. 
Knochenbildung während der Embryonalentwicklung und Knochen-Remodellierung sind 
Prozesse, in denen RUNX2 eine zentrale Rolle einnimmt. Daher wird es als „Master“-Gen der 
Knochenbildung und -entwicklung angesehen [187]. Untersuchungen an RUNX2-Knock-out-
Mäusen unterstreichen dies: homozygoten RUNX2-/--Mäusen fehlt jegliche Ossifikation [196]. Sie 
sterben kurz nach der Geburt, da aufgrund des fehlenden Brustkorbes die Atmung aussetzt. 
Heterozygote RUNX2+/--Mäuse dagegen zeigen einen skelettalen Phänotyp, der dem CCD-Phänotyp 
des Menschen sehr ähnlich ist [133, 196]. 
RUNX2-Mutationen rufen durch Haploinsuffizienz CCD hervor [187, 188]: im hetero-
zygoten Zustand stehen nur 50 % des nicht-mutierten Genproduktes zur Verfügung und diese 
verbleibende Restaktivität bzw. -menge reicht nicht aus, um die normalen Funktionen zu erfüllen. 
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Zurzeit (17.02.2020) werden in der öffentlichen Variante der „Human Gene Mutation Database“1 
201 verschiedene Mutationen im RUNX2-Genlokus gelistet: darunter 80 Missense- bzw. Nonsense-
Mutationen, 102 kleine und große Deletionen bzw. Insertionen und 11 Splice-Varianten. Die 
Missense- bzw. Nonsense-Mutationen verhindern oder mindern z. B. unter anderem die DNA-
Sequenz-Erkennung, behindern die Komplexbildung mit der CBF-Untereinheit, oder 
destabilisieren die DNA-Bindung [19, 188]. 
2.1.1 [Referenz #17]: Baumert, Golan, Redlich, Aknin, Muessig (2005). Cleidocranial 
dysplasia: molecular genetic analysis and phenotypic–based description of a Middle 
European patient group. Am J Med Genet A 139:78-85. 
und 
2.1.2 [Referenz #19]: Baumert, Golan, Driemel, Reichert, Reicheneder, Muessig, Rose 
(2006). Dysostosis cleidocranialis: Beschreibung und Analyse einer Patienten-
gruppe. Mund Kiefer Gesichtschir 10:385-393. 
Diese Studie [19] stellt eine Nachuntersuchung der in [17, 18] publizierten CCD-Patientenkohorte 
dar. Beide Artikel werden daher gemeinsam zusammengefasst. 
Einleitung: Aufgrund des breiten phänotypischen Spektrums und der zum Teil altersabhängigen 
Penetranz des Phänotyps ist die Etablierung einer Genotyp-Phänotyp-Korrelation (GPK) bei CCD 
bisher nur teilweise geglückt [195, 253, 295, 303]. Yoshida et al. [295] stellten z. B. eine Korrelation 
zwischen der Körpergröße von CCD-Patienten und der Anzahl an überzähligen Zähnen bzw. 
zwischen Körpergröße und der Lokalisation von RUNX2-Mutationen in der RHD her. Tessa et al. 
[253] konnten keine Beziehung zwischen kleiner Statur und RUNX2-Mutationen in der Runt-
Domäne herstellen. 
 In beiden Studien [17-19] wurden die Ergebnisse der Phänotyp- und Genotyp-Analysen [63-
69] von 31 gut-charakterisierten CCD-Patienten inklusive 20 Indexpatienten zusammengefasst und 
im Zusammenhang analysiert. Die Analyse des klinischen Phänotyps der Patienten wurde mittels 
Homogenitäts-Analyse (HOMALS) durchgeführt und mit dem Genotyp der Patienten verglichen. 
Die Patientenkohorte wurde zwischen 1999 und 2005 gemäß dem Votum der Ethikkommission der 
Medizinischen Fakultät der Universität Regensburg am Zentrum für kraniofaziale Genetik der 
Universität Regensburg rekrutiert. 
Patienten und Methode: Die formale CCD-Diagnose wurde anhand der charakteristischen 
skelettalen, fazialen und dentalen Befunde gestellt. Bei Patienten mit mildem Phänotyp wurde 
zusätzlich eine Familienanamnese durchgeführt. Aufgrund der phänotypischen Variabilität wurde 
der Schweregrad der einzelnen Befunde in drei Kategorien eingeteilt: „keine“, „mild“ oder „schwer“ 
[17, Tab. 1]. Die Körpergröße wurde gemäß den Wachstumsperzentilen [202] in sieben 
Größenklassen unterteilt. 
 Zum Mutationsscreening wurde aus peripherem EDTA-Blut der Patienten genomische DNA 
isoliert, alle acht Exone des RUNX2-Gens mit intronischen Exon-spezifischen Primern durch 
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert [19, Abb. 4] und die PCR-Produkte sequenziert [67]. 
 
1 URL: http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php (Letzter Zugriff: 17.02.2020) 
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In familiären Fällen wurde mittels Restriktionslängenpolymorphismus-Analyse die Segregation 
potenzieller Sequenzvarianten mit dem Phänotyp überprüft [19, Abb. 4]. Im Falle von De-novo-
Mutationen wurden mögliche Polymorphismen durch den Vergleich mit 100 mitteleuropäischen, 
Kontrollchromosomen ausgeschlossen. 
 Die statistische Analyse des Phänotyps erfolgte mittels HOMALS („homogeneity analysis 
by means of alternating least squares“; SPSS 12.0-Modul „Categories“, SPSS, Inc., Chicago, IL, 
USA). Es handelt sich hierbei um eine Hauptkomponentenanalyse für kategoriale Daten, in der die 
„Kategorien jeder einzelnen Variablen so quantifiziert werden, dass Personen innerhalb derselben 
Kategorie nahe beieinander platziert werden, während Personen in verschiedenen Kategorien weit 
voneinander verortet werden.“ [Übersetzung aus 17, Seite 80] Werden alle Personen eines 
Datensatzes über alle Variablen in homogene Untergruppen eingeteilt, kann mit HOMALS die 
Beziehung zwischen zwei und mehr Variablen in einer einzelnen zweidimensionalen Grafik 
dargestellt werden. 
Ergebnisse: Auf Basis der molekulargenetischen Analyse wurden drei familiäre und sieben de-novo 
Fälle identifiziert. Innerhalb der Patientenkohorte konnten acht verschiedene bisher unver-
öffentlichte und vier verschiedene bereits veröffentlichte RUNX2-Mutationen nachgewiesen werden. 
Dies entsprach 70 % (14/20) der Index-Patienten. Bei sechs Index-Patienten (6/20; 30 %) konnten 
keine Mutationen im kodierenden Bereich des RUNX2-Gens gefunden werden (Tab. 2 in [17]; Abb. 
5 in [19]). 
 Klinisch wurden 26 Patienten aus 18 nicht-verwandten Familien untersucht. In 13/18 Fällen 
handelte es sich um spontane Mutationen. Der HNO-ärztliche Befund war in allen Patienten 
manifestiert, während der dentale Befund sowohl intra- als auch interfamiliär phänotypische 
Variabilität zeigte. Im Allgemeinen war die Körpergröße der CCD-Patienten kleiner (~16te 
Wachstumszentile nach Prader) [17, Tab. 3]. 
 Mittels HOMALS wurde eine zwei-dimensionale Lösung berechnet, die insgesamt 77,4 % 
der Gesamtvarianz des Datensatzes erklärte (Dimension 1: Eigenwert 0,503; Dimension 2: Eigenwert 
0,271). Die erste Dimension dominierten die klinischen Variablen, die vornehmlich den Gesichts-
schädel beschrieben (u. a. verspäteter Zahndurchbruch, hypoplastisches Mittelgesicht, überzählige 
Zähne). Die zweite Dimension wurde durch die Anwesenheit Wormscher Knochen, Pneumati-
sationsstörungen des Mastoids und/oder des Sinus frontalis, prominenter Stirn („frontal bossing“) 
und der Zentile der Körpergröße geprägt (Tab. 4 und Abb. 6 in [17]; Tab. 1 und Abb. 6 in [19]). 
Zusammenfassung: Der CCD-Genotyp konnte durch die hier identifizierten bisher unveröffentlichten 
RUNX2-Mutationen erweitert werden. Ihre Häufigkeit und Typ bestätigte die in der Literatur 
beschriebene Korrelation zwischen Mutationstyp und Lokalisation der Mutation. Während in der 
RHD hauptsächlich Missense-Mutationen gefunden wurden, traten Nonsense- und Leseraster-
Mutationen über die gesamte kodierende Gensequenz verteilt auf. Der hohe Anteil an Missense-
Mutationen in der RHD ist ihrer evolutiv extremen Sequenzkonservierung geschuldet; daher ist ihre 
Fehlertoleranz geringer als in den übrigen Bereichen des RUNX2-Gens. 
 Die HOMALS-Analyse der phänotypischen Charakteristika dieser Patientengruppe verein-
fachte die Eingruppierung in unterscheidbare Untergruppen und verdeutlichte die intra- und inter-
familiäre Phänotyp-Variabilität. 
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2.2 Mechanobiologie des Knochenremodelling durch kieferorthopädische 
Zahnbewegung 
Seit der Formulierung des Wolffschen Transformationsgesetzes 1892 ist die Bedeutung der 
funktionellen, mechanischen Belastung für die Entwicklung, die Form und den Erhalt von Struktur 
und Dichte knöcherner Gewebe bekannt [278]. In der klinischen Literatur ist zweifelsfrei 
dokumentiert, dass die biophysikalische Belastung wichtig für die Homöostase des Knochengewebes 
ist, mit klarem Nachweis von Knochenresorption nach Funktionsverlust [149] und Knochenbildung 
nach Steigerung von physischer Aktivität [148, 249]. Die remodellatorische Anpassungsfähigkeit 
des Knochens ist auch die Voraussetzung für jede kieferorthopädische Zahnbewegung – ein 
Umstand, den Hunter vor mehr als 200 Jahren mit den folgenden Worten beschrieb [96, Seite 75]: 
„[…] but we find that the very principle upon which Teeth are made to grow irregularly, is capable, 
if properly directed, of bringing them even again. This principle, is the power which many parts 
(especially bones) have of moving out of the way of mechanical pressure.“ 
Obwohl die Wichtigkeit der mechanischen Belastung für die Knochenentwicklung und die 
Aufrechterhaltung der Knochenintegrität unbestritten ist, ist über die Transduktionswege und die 
Mechanismen wenig bekannt, die auf zellulärer und subzellulärer Ebene in Abhängigkeit von der 
funktionellen, mechanischen Belastung den Auf- oder Abbau von Knochen induzieren und 
regulieren. Es scheint aber, dass die extrazelluläre Matrix, Stress-aktivierte Ionenkanäle, Signal-
moleküle, Zytoskelett und Integrine für die Mechanotransduktion eine fundamentale Rolle spielen 
[100]. Von besonderem Interesse scheint der MAP-Kinase-Weg zu sein, der als einer der 
grundlegenden Signaltransduktions-Kaskaden mit der Mechanotransduktion assoziiert ist [90, 146, 
200]. Integrine, die das Zytoskelett mit der extrazellulären Matrix verbinden und eine Reihe von 
Signal-Kaskaden vermitteln, könnten die mechanischen Stimuli in biochemische Signale umsetzten 
[201]. Komponenten der Mechanotransduktion können Inositol-(1,4,5)-triphosphat [223] und Ca2+ 
[42], ebenso nachgeschalteten Mediatoren wie z. B. Proteinkinase C [59] und kleine GTP-bindende 
Proteine der Rab-Familie [16] sein. 
Ziel einer orthodontischen Behandlung ist es, einen falsch positionierten Zahn durch die Applikation 
einer kontinuierlichen Kraft zu bewegen. Diese Kraft stimuliert Umbauprozesse im umliegenden 
Gewebe, dem Parodontalligament (PDL) und dem Alveolarknochen. Diese führen zu Knochenabbau 
in Richtung der Kraft („Druckseite“) und Knochenaufbau in der entgegengesetzten Richtung 
(„Zugseite“) (Abb. 2.1a-b): kieferorthopädische Zahnbewegung (KZB) basiert auf der Stimulation 
des Knochenremodelling durch die Applikation einer kieferorthopädischen Kraft [276]. 
 Histologisch ist der grundlegende Ablauf der KZB sehr gut bekannt [44]. Eine wesentliche 
Rolle während der KZB spielen die Parodontalligament-Fibroblasten (HPDF) im PDL und die 
Osteoblasten (HABO) bzw. Osteoklasten im Alveolarknochen. Im Gegensatz zu den HABOs, die 
einen gut charakterisierte Zelltyp darstellen, repräsentieren HPDFs eine Misch-Population meist 
Fibroblasten-ähnlicher Zellen [43, 189] (Abb. 2.1c). Die darin enthaltenen mesenchymalen Stamm-
zellen [231] sind von speziellem Interesse, da sie die Quelle von Vorläuferzellen sind, die für die 
Regeneration und die Remodellierung nicht nur des PDL, sondern auch der Alveolarknochen ver-
antwortlich zeichnen. 
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Abb. 2.1. Knochenremodellierung während der kieferorthopädischen Zahnbewegung. (a) Applikation einer 
kieferorthopädischen Kraft bewirkt eine initiale Verschiebung des Zahnes im PDL. Hierdurch werden die Fasern 
im PDL auf der Zugseite gedehnt und auf der gegenüberliegenden Seite gestaucht (Druckseite). (b) Nach 
längerer Kraftapplikation führt dies auf der Zugseite zur Neubildung von Knochen und auf der Druckseite zu 
Resorptionen. (c) Phasenkontrastaufnahmen von humanen PDL-Fibroblasten (HPDFs) und humanen 
Alveolarknochen-Osteoblasten (HABOs) in Zellkultur. (Modifiziert nach einer Abbildung aus Janjic et al. [106], 
CC BY 4.0) 
Aufgrund der komplexen räumlichen Anordnung der an der KZB beteiligten Gewebe [174] ist die 
direkte Analyse inter- und intrazelluläre Vorgänge während der KZB innerhalb eines Zelltyps und 
zwischen Zellen verschiedener Zelltypen schwierig. Daher wurden in den 1980er und 1990er Jahren 
erste In-vitro-Modelle zur Untersuchung der zellulären Reaktion auf unterschiedliche Stress-
Modalitäten etabliert: fluide Scherspannung 1981 [46], dynamische Dehnung 1994 [224], statische 
Dehnung 1995 [16] und statischer Druck durch Zentrifugation 1993 [101] (Abschnitt 2.2.1) bzw. 
durch das „Weight Approach Based“-Modell 1992 [114] (Abschnitt 2.2.2) (Abb. 2.2). Die 
Untersuchungen selbst erfolgten in Mono-Kultur an Zellen tierischen oder humanen Ursprungs, u. a. 
an PDL-Fibroblasten, Osteoblasten, Gingiva-Fibroblasten und diversen Zelllinien [106, 140, 141, 
155, 156, 264, 289]. In neuerer Zeit gewinnt die interzelluläre Kommunikation immer mehr 
Aufmerksamkeit. Dem wird durch die Etablierung von Co-Kultur-Modellen Rechnung getragen 
[186, 221, 234, 235] (Abschnitt 2.2.1). 
 
Abb. 2.2. In vitro-Modelle zur Simulation kieferorthopädischer Zahnbewegung mit verschiedenen Kraftmodalitäten 
(von links nach rechts): statische und dynamische Dehnung, fluide Scherspannung und statischer Druck mittels 
WAB-Modell und Zentrifugation (nach verschiedenen Autoren). 
 
a b c
HDPFs
HABOs
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2.2.1 Zentrifugationsmodell 
Eine Möglichkeit, die auf der „Druckseite“ während der KZB auftretende Kompression des PDL zu 
simulieren, wurde 1993 publiziert [101] und kurze Zeit später für die Simulation von Druckstress an 
HPDFs adaptiert [212-214]: Zellen werden in einer Zentrifuge platziert und zentrifugiert (Abb. 2.3). 
Mit dieser Anordnung werden kieferorthopädische Druckkräfte im Bereich zwischen ca. 
20 – 70 g/cm2 simuliert [20, 59, 101, 136, 212-214, 254]. Ein Nachteil dieses Modells soll nicht un-
erwähnt bleiben: die Temperatur-Sensitivität biologischer Systeme. In der Regel wird die Kultur 
humaner Zellen bei 37 °C durchgeführt. Erfolgt über einen längeren Zeitraum die Kultivierung unter-
halb dieser Temperatur, werden höchstwahrscheinlich Apoptose und Zelltod induzieren. Diese 
Temperatur-Sensitivität wurde bisher nur von wenigen Autoren berücksichtigt [101], während im 
Großteil der Studien dieses Modell bei Raumtemperatur angewandt wird [20, 75, 212-214]. In 
unseren späteren Studien [234, 235] wurde die Temperatur-Sensitivität einbezogen und die Zentri-
fugationen bei 30 °C durchgeführt. 
 
Abb. 2.3. In-vitro-Modell zur Kraft-
Simulation einer orthodontischen 
Zahnbewegung. Die Zellen werden 
in einem Ausschwingrotor platziert. 
Während der Zentrifugation steht 
der Kraftvektor ?⃗? senkrecht zur 
Wachstumsebene der Zellen. Die 
Vergrößerungen rechts zeigen die 
Situation in Mono- (oben) und Co-
Kultur (unten). (Abbildung modifi-
ziert aus Shi et al. [234]) 
 
2.2.1.1 [Referenz #20]: Baumert, Golan, Becker, Hrala, Redlich, Roos, Palmon, Müßig 
(2004). Pressure simulation of orthodontic force in osteoblasts: a pilot study. 
Orthod Craniofac Res 7:3-9. 
Einleitung: Aufgrund der zentralen Bedeutung des RUNX2-Transkriptionsfaktors für die Knochen-
homöostase und die Knochenremodellierung [55, 133] und der lokalen, strukturellen Adaptations-
fähigkeit des Knochens nach mechanischer Belastung [31, 220, 240] wurde postuliert, dass eine 
Kraft-abhängige Regulation der Expression des RUNX2-Transkriptionsfaktors ebenfalls in Osteo-
blasten stattfinden könnte [20]. Für PDL-Fibroblasten konnte dies bereits in vitro nach mechanischer 
Dehnung [306] bzw. Druckapplikation mittels Zentrifugation [212-214] gezeigt werden. 
 In dieser Studie sollte daher kieferorthopädischer Druckstress auf humane Osteoblasten in 
vitro durch Zentrifugation appliziert und Änderungen in der RUNX2-Genexpression mittels quanti-
tativer PCR (RT-qPCR) bestimmt werden. 
Material und Methode: Humane Osteoblasten wurden nach Standardmethode kultiviert und in der 
vierten Passage in 12-Well-Zellkulturplatten subkultiviert. Druckstress (40,3 g/cm2) wurde durch 
Zentrifugation in einer Zentrifuge mit Ausschwingrotor für 30 bzw. 90 Minuten appliziert 
(Abb. 2.3). Identisch vorbereitete Zellen ohne Zentrifugation dienten als Negativkontrolle. 
Unmittelbar vor (T0) und zu definierten Zeitpunkten nach Zentrifugation (1,5, 2,5, 4,5, 8,5, 16,5 und 
32,5 min) wurde Gesamt-RNA gemäß Standardprotokoll aus behandelten und Kontroll-Zellen 
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gewonnen. Definierte Mengen der Gesamt-RNA wurden in cDNA umgeschrieben. Die 
Genexpression von RUNX2 zu den definierten Zeitpunkten nach Zentrifugation wurde mit RT-qPCR 
bestimmt (Referenz-Gen: GAPDH) und gegen die T0-Proben normalisiert. 
Ergebnisse: Die Genexpressionsprofile nach 30 und 90 min Druckapplikation zeigen deutliche 
Unterschiede. Eine 90-minütige Kraftapplikation induzierte keine signifikante Stimulation des 
RUNX2-Gens über den Zeitraum bis 32 min Post-Zentrifugation. Nur bei der 30-minütigen Kraft-
applikation war ein stimulierender Effekt beobachtbar: 2,5 min Post-Zentrifugation stieg die RUNX2-
Genexpression 1,7-fach (SD: 0,14) an [20, Abb. 2]. 
Zusammenfassung: In vitro-Applikation eines Druckstresses durch Zentrifugation induzierte in 
Osteoblasten einen Anstieg der RUNX2-Genexpression, die innerhalb kurzer Zeit (ca. 6 min) auf den 
Ausgangswert zurückreguliert wurde. 
2.2.1.2 [Referenz #234]: Shi, Baumert, Folwaczny, Wichelhaus (2019). Influence of 
static forces on the expression of selected parameters of inflammation in 
periodontal ligament cells and alveolar bone cells in a co-culture in vitro model. 
Clin Oral Invest 23(6):2617-2628. 
Einleitung: Im Gegensatz zur klinischen Situation wird in der In-vitro-Simulation der KZB in der 
Regel ein Zelltyp in Monokultur einer mechanischen Kraft ausgesetzt und dessen zelluläre Antwort 
bestimmt. In vivo dagegen besteht zwischen PDL-Fibroblasten, Osteoblasten und Osteoklasten ein 
enges Geflecht unterschiedlichster inter- und intrazellulärer Signalwege [264].  
Zur Untersuchung der interzellulären Kommunikation sind in letzter Zeit zwei 
unterschiedliche Co-Kultur-Modelle [154, 186, 221] in den Fokus gerückt (Abb. 2.4): direkte [221] 
und indirekte Co-Kultur [88]. In der direkten Co-Kultur werden zwei verschiedene Zelltypen in 
direktem Kontakt miteinander kultiviert; eine Zelltyp-spezifische Analyse ist nur nach Trennung 
beider Zelltypen voneinander möglich. Dagegen wachsen in der indirekten Co-Kultur die Zellen 
beider Typen räumlich voneinander getrennt im gleichen Nährmedium. Die Trennung erfolgt in der 
Regel durch eine poröse Membran, die beide Zelltypen räumlich voneinander trennt und für Zell-
kulturmedium und darin gelöste Moleküle wie Zytokine oder Wachstumsfaktoren permeabel ist. 
 
Abb. 2.4. Gebräuchliche Co-Kultur-Modelle. (a) Direkte Co-Kultur: Zellen beider Zelltypen A und B haben 
direkten physischen Kontakt zueinander. (b) Indirekte Co-Kultur: die Zellen beider Zelltypen sind physisch 
voneinander durch eine poröse Membran getrennt. Die interzelluläre Kommunikation findet über das 
Zellkulturmedium statt. 
In dieser Studie [234] sollte eine indirekte Co-Kultur aus humanen PDL-Fibroblasten (HPDFs) und 
Alveolarknochen-Osteoblasten (HABOs) etabliert und diese dann einer statischen Druckkraft [20] 
ausgesetzt werden. Im Vergleich zwischen Mono- und Co-Kultur-Situation sollte dann in beiden 
Zelltyp A
Zelltyp B
a b
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Zelltypen getestet werden, ob (1) interzelluläre Kommunikation zwischen HPDFs und HABOs 
existiert und diese (2) die Regulation der mechanisch-induzierten Expression von Zytokinen (TNFA, 
IL6), Enzymen (PTGS2 = COX2) und Metaboliten (PGE2) beeinflusst. Um die Temperatur-
Sensitivität biologischer Systeme zu berücksichten, sollten die Zentrifugationen bei 30 °C 
durchgeführt werden. 
Material und Methode: HPDFs und HABOs wurden aus Zähnen bzw. Knochen gewonnen. Das 
Studienprotokoll wurde von der lokalen Ethikkommission freigegeben (Az. 045-09). Die Entnahme 
des Materials geschah ausschließlich aufgrund einer kieferorthopädischen und/oder kiefer-
chirurgischen Indikation. 
 Kieferorthopädische Druckkräfte wurden durch Zentrifugation von HPDFs und HABOs 
sowohl in Mono- als auch in Co-Kultur für 1, 2 und 4 Stunden bei 47,6 g/cm2 und 30 °C simuliert 
[20, 213]. Während der gesamten Zentrifugation wurde die Temperatur in der Zentrifuge durch 
Messfühler überwacht. Im Fall der Co-Kultur wurden die Zentrifugationen mit den jeweiligen Zellen 
in vertauschen Positionen wiederholt (Abb. 2.5). Als Negativkontrolle dienten identisch-kultivierte 
Zellen, die bei 30 °C inkubiert wurden. Von jeder Zelltyp-Kultur-Kombination wurden sechs Repli-
kationen durchgeführt. 
 
Abb. 2.5. Mono- (links) und Co-
Kultur-Setup (rechts) im Vergleich. 
Die Benennung erfolgt immer 
durch den Zelltyp am Boden der 
Vertiefung. 
In einem parallelen Ansatz wurde die Apoptose-Induktion überprüft. Hierzu wurden HPDFs 
bzw. HABOs bei 30 °C bzw. 37 °C für bis zu 4 Stunden inkubiert. Eine Apoptose-Positivkontrolle 
wurde durch Stimulation mit 4 mM Dithiothreitol erzeugt. Die Apoptose-Induktion wurde mit einem 
mikroskopischen Multiparameter-Assay-Kits getestet, das verschiedene Apoptose-Stadien gleich-
zeitig darzustellen vermag. 
 Die Genexpression von TNFA, PTGS2 und IL6 wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR 
(RT-qPCR) nach Standardmethoden bestimmt. Nach Beendigung der einzelnen Zentrifugationen 
wurden die Zellen auf den Böden der einzelnen Wells (Experiment und Kontrolle) lysiert, aus den 
Zelllysaten Gesamt-RNA isoliert und definierte Mengen in cDNA umgeschrieben. Die Quanti-
fizierung der Genexpression erfolgte nach der 2-CT-Methode [164] (Referenzgen: Beta-2-
Mikroglobulin, B2M). Die Primer-Effizienz wurde mittels Standardkurven und serieller Verdünnung 
der cDNA ermittelt. Alle cDNA-Proben wurden zweimal gemessen. Daraus ergibt sich für jede Gen-
Zelltyp-Kultur-Kombination 12 PCR-Reaktionen. In den Zellkulturüberständen wurden mittels 
ELISA die Konzentrationen von IL6, TNFA und PGE2 bestimmt. Alle Messungen wurden im 
Triplikat durchgeführt. 
„HPDF-
Setup“
„HABO-
Setup“
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 Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (Kraftapplikation vs. 
Kontrolle; Mono- vs. Co-Kultur). Die Bonferroni-Korrektur für multiples Testen (3 Gen-Loci) wurde 
angewandt; somit ergab sich ein korrigiertes Signifikanzniveau von pcorr = 0,017. 
Ergebnisse: Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
1. Apoptose: Eine Apoptose-Induktion war in beiden Zelltypen nach 4-Stündiger Inkubation bei 
30 °C nicht nachweisbar. 
2. Expression in Mono-Kultur: Die Genexpression von TNFA, PTGS2 und IL6 war im Vergleich 
zur jeweiligen Negativkontrolle unabhängig von der Dauer der Zentrifugation in beiden 
Zelltypen hochreguliert. Im Zellkulturüberstand war die PGE2-Konzentration nach 1- bzw. 2-
stündiger Zentrifugation in beiden Zelltypen erhöht. Die IL6-Konzentration dagegen war nur in 
HPDFs nach 2 und 4 Stunden Zentrifugation erhöht. 
3. Expression in Co-Kultur und Vergleich zur Mono-Kultur: Unabhängig von der Zentrifugations-
dauer waren in HPDFs sowohl die Genexpression von TNFA, PTGS2 und IL6 als auch die IL6- 
und PGE2-Konzentrationen in den Zellkulturüberständen im Vergleich zur Mono-Kultur deutlich 
erniedrigt. Im direkten Vergleich zwischen Co- und Mono-Kultur zeigte sich in der HABO-Co-
Kultur eine erniedrigte Genexpression von TNFA, PTGS2 und IL6. Im Vergleich zur Mono-
Kultur waren in der HABO-Zellkultur die PGE2-Konzentrationen im Zellkulturüberstand nach 1 
und 4 Stunden Zentrifugation und die IL6-Konzentration nach 1 h Zentrifugation erniedrigt. 
Zusammenfassung: Um mögliche Temperatur-Einflüsse auf den Metabolismus der verwendeten 
Zellen zu reduzieren, wurde das Zentrifugationsmodell bei 30 °C etabliert. Nach 4-stündiger 
Inkubation bei dieser Temperatur konnte im Vergleich zur Kultivierung bei 37 °C eine Apoptose-
Induktion nicht nachgewiesen werden. Dennoch kann bei länger andauernder Inkubation bei 30 °C 
eine Induktion von zellulärer Apoptose bzw. Nekrose nicht ausgeschlossen werden. 
 In der Co-Kultur aus HPDFs und HABOs zeigte die mechanisch-induzierte Hochregulation 
der Genexpression beachtliche Änderungen im Vergleich zur Mono-Kultur. Aufgrund des experi-
mentellen Setups wanderten ins Medium sezernierte Moleküle entlang des Kraftvektors von den 
Zellen im Zellkultur-Einsatz zu den Zellen am Boden der Vertiefung und modifizieren dort die Gen-
expression. Dies deutet auf einen parakrinen Signalweg zwischen HPDFs und HABOs hin, der zu 
einer Herunterregulation der TNFA-, PTGS2- und IL6-Genexpression während der Kraftapplikation 
führte. 
2.2.1.3 [Referenz #235]: Shi, Folwaczny, Wichelhaus, Baumert (2019). Differences in 
RUNX2 and P2RX7 gene expression between mono- and coculture of human 
periodontal ligament cells and human osteoblasts under compressive force 
application. Orthod Craniofac Res 22(3):168-176. 
Einleitung: Auf die zentrale Rolle des RUNX2-Transkriptionsfaktors bei der Knochenentwicklung 
und dem Knochenumbau wurde bereits verwiesen [17, 54]. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die 
RUNX2-Genexpression durch mechanische Kräfte sowohl in Osteoblasten als auch in PDL-Fibro-
blasten stimuliert wird [20, 306]. Daher liegt die Vermutung nahe, dass beide Zelltypen am Knochen-
umbau teilnehmen [305]. In diesem Zusammenhang rückte in letzter Zeit der ATP-abhängige 
Ionenkanal P2RX7 in den Fokus [4, 267]. Zellen sezernieren unter Stress ATP [82]. Dieses bindet 
extrazellulär an den P2RX7-Ionenkanal, öffnet ihn und zweiwertige Kationen (insbesondere Ca2+) 
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strömen in die Zelle hinein. Dies führt zur Freisetzung zentraler, proinflammatorischer Mediatoren, 
die regulierend auf die Knochenhomöostase wirken [4]. 
 Ziel dieser Studie [235] war es, die Genexpression von RUNX2 und P2RX7 nach simuliertem 
Druckstress unterschiedlicher Dauer in HPDFs und HABOs zu bestimmen. Um den Einfluss einer 
interzellulären Kommunikation zwischen beiden Zelltypen auf die Genexpression beider Gene zu 
evaluieren, sollte dies sowohl in Mono- als auch mit indirekter Co-Kultur [234] durchgeführt werden. 
Material und Methode: Der experimentelle Aufbau folgte im Wesentlichen dem vorherigen [234]. 
Kurz zusammengefasst, wurden HPDFs und HABOs aus Zähnen bzw. Knochen isoliert und nach 
Standardmethoden kultiviert. 
 HPDFs und HABOs wurden entsprechend publizierten Protokollen in Mono- bzw. Co-
Kultur in 12-Well-Platten ausgesät [20, 213, 234]. Der Druckstress („pulse“) wurde durch Zentrifu-
gation für 1, 2 und 4 Stunden bei 200g (~47,4 g/cm2) und 30 °C appliziert. Negativkontrollen 
wurden identisch – aber ohne Zentrifugation – behandelt. Für jede Kombination aus Zelltyp, 
Kulturtyp und Post-Zentrifugationszeit wurden drei Replikate vermessen. Die jeweiligen Wells 
wurden 2, 4, 8 und 16 Minuten Post-Zentrifugation („chase“) lysiert und aus den Lysaten Gesamt-
RNA präpariert. Die korrespondierenden Negativkontrollen wurden parallel prozessiert. 
Eine mögliche Induktion der zellulären Apoptose wurde in einem parallel-durchgeführten 
Ansatz geprüft [234]. 
 RT-qPCR wurde nach Standardmethoden durchgeführt. Die Auswertung erfolgte nach der 
2-CT-Methode [164] (Referenzgen: Beta-2-Mikroglobulin, B2M). Alle cDNA-Proben wurden 
zweimal vermessen, d. h. für jede Kombination aus Zelltyp, Kulturtyp und Post-Zentrifugationsszeit 
wurden sechs PCR-Amplifikationen ausgewertet. 
 A-Priori wurde eine Power-Analyse durchgeführt, um die Mindest-Probengröße zu 
bestimmen: n = 5 mit einer Power ≥ 0,8. Der Mann-Whitney-U-Test wurde angewandt, um Gruppen-
unterschiede festzustellen (Zentrifugation vs. Kontrolle; Mono- vs. Co-Kultur). Der Einfluss der 
Dauer einer Krafteinwirkung (1, 2 und 4 Stunden) wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test bewertet. Die 
Bonferroni-Korrektur für multiple Vergleiche wurde angewandt. 
Ergebnisse: Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
1. Apoptose: Unabhängig von der Temperatur war eine Apoptose-Induktion nicht nachweisbar. 
2. Mono-Kultur: In HPDFs war die RUNX2-Genexpression unabhängig von der Dauer der Kraft-
einwirkung direkt nach der Zentrifugation erhöht. In HABOs war sie dagegen nur nach 1- bzw. 
2-Stündiger Zentrifugation erhöht. Während in HPDFs die P2RX7-Genexpression nur zu drei 
Zeitpunkten Post-Zentrifugation signifikant erhöht war (1 h / 2 min, 2 h / 2 min und 4 h / 4 min), 
war in HABOs eine Hochregulation der P2RX7-Expression zu mehreren Postzentrifugations-
Zeitpunkten nach 1- bzw. 2-stündiger Zentrifugation zu beobachten. Nach 4-stündiger Zentri-
fugation war eine deutliche Herunterregulation zu beobachten. 
3. Co-Kultur: Die RUNX2-Genexpression war unabhängig von der Zentrifugationsdauer sowohl in 
HPDFs als auch in HABOs herunterreguliert. Während die P2RX7-Genexpression in HPDFs 
unabhängig von der Zentrifugationsdauer herunterreguliert war, war sie in HABOs nach einer 
einstündigen Zentrifugation signifikant hochreguliert. Längere Zentrifugationen hatten keinen 
signifikanten Einfluss auf die P2RX7-Genexpression. 
Zusammenfassung: Eine Apoptose-Induktion konnte nach einer 4-stündigen Inkubation bei 
niedrigerer Temperatur (30 °C) nicht festgestellt werden. 
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 In dieser Studie wurde – wie in einer früheren auch [20] – ein „Pulse-Chase“-Regime 
eingesetzt: die Zellen wurden eine definierte Zeit lang zentrifugiert („pulse“). Nach Abschluss der 
Zentrifugation wurde die Expression von RUNX2 und P2RX7 über einen längeren Zeitraum zu 
bestimmten Zeitpunkten („chase“; Post-Zentrifugation) verfolgt. Somit wäre es möglich, die Stärke 
bzw. Dauer eines regulativen Effektes (hier: Zentrifugation) auf das Antwortverhalten verschiedener 
Gene („sehr früh“, „früh“, „späte“) zu untersuchen [8]. 
 In Mono-Kultur war die RUNX2-Genexpression in HPDFs direkt mit der Dauer der Kraftein-
wirkung verknüpft – in HABOs dagegen nur transient. Die P2RX7-Genexpression wurde in beiden 
Zelltypen durch Krafteinwirkung stimuliert. In Co-Kultur waren sowohl RUNX2- als auch P2RX7-
Genexpression in beiden Zelltypen generell herunterreguliert. 
Somit kann auf eine Kommunikation zwischen HPDFs und HABOs in Co-Kultur 
geschlossen werden, wenn diese zusammen zentrifugiert werden. Diese interzelluläre 
Kommunikation scheint parakrin zu sein und die Genexpression von RUNX2 und P2RX7 zu 
inhibieren. 
2.2.2 Das „Weight Approach Based“-Modell (WAB-Modell) 
Während mit dem Zentrifugationsmodell in der Regel für einen kürzeren Zeitraum (bis 6 h) höhere 
Druckkräfte (20 – 70 g/cm2) in vitro appliziert werden, wird das „Weight Approach Based“-Modell 
(WAB-Modell) zur Applikation niedrigerer Druckkräfte (ca. 0,5 – 5 g/cm2) über einen längeren Zeit-
raum (bis 4 Tage) eingesetzt [289] (Abb. 2.6). Ursprünglich von Kanai et al. [114] im Jahr 1992 zur 
Simulation kieferorthopädischer Kräfte entwickelt, wird es seitdem in den verschiedensten 
Disziplinen angewendet [50, 289]. 
 Nach dem Auflegen eines Gewichtes auf eine Zellschicht wirkt eine unidirektional-wirkende 
Gewichtskraft auf diese und komprimiert sie (Abb. 2.6). Als Gewichte dienen meistens ein steriler 
Glaszylinder [114] oder ein Stapel steriler, runder Deckgläser [125]. Das Gewicht und damit die auf 
die Zellen wirkende Gewichtskraft wird durch die Höhe des Deckglasstapel bzw. den Zylinder und 
die darin befindliche Menge z. B. an Stahlschrot bestimmt. 
 
 
Abb. 2.6. Schematische Darstellung des statischen (a) 2D- und (b) 3D-In Vitro-Belastungsmodells nach dem 
„Weight Approach“. (Modifiziert nach einer Abbildung aus Janjic et al. [106], CC BY 4.0) 
 
a b
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2.2.2.1 [Referenz #106]: Janjic, Docheva, Trickovic Janjic, Wichelhaus, Baumert (2018). 
In vitro weight-loaded cell models for understanding mechanodependent 
molecular pathways involved in orthodontic tooth movement: a systematic 
review. Stem Cells Int. 2018: 3208285. 
Einleitung: Primäres Ziel dieser Studie [106] war es, einen Überblick über die mit dem WAB-Modell 
auf dem Gebiet der Kieferorthopädie gewonnen Ergebnisse zu erhalten und eventuelle Lücken zu 
identifizieren. Augenmerk wurde dabei ebenfalls auf Details zur Zellkultur, Dauer und Größe der 
einwirkenden Kraft und Informationen über molekulare Ereignisse in Zusammenhang mit der KZB 
gelegt; 2D- und 3D-Studien wurden separat erfasst. 
Material und Methode: Dieser systematische Übersichtsartikel wurden analog zum PRISMA-2015-
Statement [184] erstellt. Nach Definition der Einschlusskriterien wurden separate Such-Strategien 
für die 2D- und 3D-WAB-Anwendung formuliert und die Recherchen in PubMed durchgeführt [106, 
Anhang 1]. Relevante Studien wurden im Volltext gesichtet und zusätzliche Studien durch Hand-
suche und Durchsicht der Referenzlisten der inkludierten Studien identifiziert. 
 Aus jeder Volltext-Studie wurden neben den bibliographischen Daten Informationen zum 
verwendeten Zelltyp, den Zellkulturbedinungen, Kraftdauer und Kraftgröße, den untersuchten 
Genen oder Substanzen, zur Genexpression oder Substanz-Sekretion, soweit sie auf eine direkte 
mechanische Stimulation zurückführen ließen. Unklarheiten bzgl. der Gene oder Metaboliten wurde 
durch elektronische PCR oder Klärung der Antikörper- bzw. Inhibitor-Spezifität eruiert. Die er-
hobenen Daten wurden in mehreren Tabellen zusammengefasst. 
 Die untersuchten Gene und Metaboliten wurden separat für HPDFs und HABOs im 2D-
WAB-Modell zusammengestellt und Protein-Protein-Interaktions-Netzwerke mittels STRING-
Analyse [245] erstellt. Durch Abgleich mit der KEGG-Datenbank [52] wurden Hauptsignalwege 
identifiziert. 
Ergebnisse: Insgesamt 2.284 Abstracts wurden mit der Suchstrategie „2D“ in PubMed identifiziert; 
hinzukamen sieben zusätzliche Artikel. Im Volltext wurden 107 Artikel evaluiert, von diesen ent-
sprachen 56 den definierten Einschlusskriterien. Mit der Suchstrategie „3D“ wurden 1.038 Abstracts 
in PubMed identifiziert. Weitere vier kamen durch Handsuche hinzu. Im Volltext wurden 50 Artikel 
evaluiert; 15 davon entsprachen den Einschlusskriterien und wurden detailliert analysiert. Alle 
eingeschlossenen Studien wurden tabellarisch zusammengefasst [106, Anhänge 2-4]. Die 
wichtigsten Ergebnisse beider Suchstrategien fasst Tabelle 2.1 zusammen. 
Zusammenfassung: Das WAB-Modell ist eine einfache und effektive Methode zur Untersuchung der 
molekularen Grundlagen der KZB. Die systematisch durchgeführte Literaturübersicht zeigte die 
aktuell vorhandenen Ergebnisse auf und wies auf einige Schwachstellen in diesem Modell hin. 
Ein Großteil der 2D- bzw. 3D-Studien wurden mit HPDFs durchgeführt, die mittels 
Explantat-Methode oder enzymatischer Verdauung isoliert wurden. Letztere resultiert in einer mit 
mesenchymalen Stammzellen angereicherten HPDF-Population [231].  
Mit dem 2D-WAB-Modell wurden hauptsächlich Druckkräfte von 2 g/cm2 (Bereich: 
0,25 – 5,0 g/cm2) für bis zu 24 h (max. 72 h) appliziert, während im 3D-WAB-Modell mit Kollagen-
Gerüst höhere Kräfte (6 g/cm2) im gleichen Zeitraum angewendet wurden. Die mit dem 2D-WAB-
Modell applizierten Druckkräfte lagen deutlich unterhalb der von Schwarz [230] genannten Grenze 
einer optimalen kieferorthopädischen Kraft von ~25 g/cm2 (dies entspricht dem Kapillar-Blutdruck). 
Die Wahl der Kraftgröße im 3D-WAB-Modell hing von der Steifigkeit des verwendeten Stütz-
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materials ab: 6 g/cm2 für Stützmaterial aus Kollagen und 25 g/cm2 für PLGA- bzw. PLLA-
Stützmaterialien. 
 In den ersten 10 Tagen der KZB finden wichtige initiale Prozesse statt [215]. Daher ist die 
Dauer der Kraftapplikation in den hier untersuchten Studien zu kurz, um die molekularen Mecha-
nismen der KZB zu untersuchen. Vor allem bei länger andauernden Studien sollte mehr Augenmerk 
auf Zellproliferation und Lebensfähigkeit der Zellen gelegt werden, da dies zu einem Bias führen 
könnte. 
 Während die Anwendungen der etablierten 2D-WAB-Methode in sich stimmige Ergebnisse 
zeigten, waren die Ergebnisse der 3D-WAB-Methode inkonsistent. Hier ist eine weitere Standardi-
sierung notwendig, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. 
Tabelle 2.1. Die wichtigsten Ergebnisse der „2D“- und „3D“-Suchstrategien im systematischen Übersichtsartikel 
[106]. 
 2D-WAB-Modell (n = 56) 3D-WAB-Modell (n = 15) 
Zellen: HPDFs (38/56); zusätzlich: HABOs, 
Zellen des Knochenmarks, humane 
und tierische Zelllinien 
HPDFs (13/15); zusätzlich: murine 
Zellen 
HPDF-Isolationsmethode: Explant-Methode (18/56), 
enzymatischer Verdau (9/56), 
sonstige 
Explant-Methode (4/15), 
enzymatischer Verdau (6/15), 
sonstige 
Gerüstsubstanz: Nicht anwendbar. Kollagen, PLGA, PLLA 
Druckkräfte: 0,25 – 5 g/cm2 (2 g/cm2) Kollagen: 0,5 – 9,5 g/cm2 (6 g/cm2) 
PLGA, PLLA: 5 – 35 g/cm2 (25 g/cm2) 
Druckdauer: 0,5 – 72h (24h) Kollagen: 0,5 – 72h (12h, 24h) 
PLGA: 3 – 72h 
PLLA: 1 – 14d 
Die 5 häufigsten Gene 
bzw. Metaboliten in HPDF-
Studien: 
TNFSF11 („RANKL“), TNFRSF11B („OPG“),  
PTGS2 („COX2“), PGE2 
Gen-Listen für PPI-
Analyse: 
HPDF: 48 verschiedene Gene 
HABO: 51 verschiedene Gene 
Nicht angewendet (siehe Text) 
PLGA: Polylactic-co-glycolic acid; PLLA: Poly-L-lactide acid 
2.2.2.2 [Referenz #107]: Janjic Rankovic, Docheva, Wichelhaus, Baumert (2020). Effect 
of static compressive force on in vitro cultured PDL fibroblasts: monitoring of 
viability and gene expression over 6 days. Clin Oral Invest 24(7):2497-2511. 
Einleitung: Im oben vorgestellten systematischen Übersichtsartikel zum WAB-Modell wurden in 
den relevanten Studien Defizite (u. a. Dauer der Kraftapplikation und fehlende Verifizierung der 
Zellvitalität) identifiziert [106]. Unter Berücksichtigung dieser Defizite war es Ziel dieser Studie 
[107], HPDFs über sechs Tage mit einer Druckkraft von 2 g/cm2 zu belasten. Während dieser sechs 
Tage sollten täglich die Expression mechanosensitiver (cFOS, HB-GAM), inflammatorischer 
(PTGS2, IL6, TNFA) und an der Knochenremodellierung beteiligter Gene (RUNX2, P2RX7) bzw. 
Metaboliten (PGE2) bestimmt und Zellviabilität und -proliferation während der Kraftapplikation 
gemessen werden. 
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Material und Methode: Die Isolation und Kultivierung der HPDFs erfolgte wie beschrieben [107, 
234, 235]. Zellen der fünften Passage wurden für alle Experimente genutzt. 
 Ein Druck von 2 g/cm2 wurde mit dem WAB-Setup auf HPDFs in 6-Well-Platten über einen 
Zeitraum von 6 Tagen ausgeübt. Identisch vorbereitete HPDFs ohne Druckapplikation dienten als 
Negativkontrollen. Das Medium wurde alle drei Tage gewechselt. Täglich wurden je fünf Wells des 
WAB-Setups und der korrespondierenden Negativkontrolle für die Beprobung genutzt: je drei für 
RT-qPCR und ELISA und je zwei für Zellviabilität und Zellproliferation. 
 Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde mittels Resazurin-Reduktion eine Standard-
kurve (Zellzahl versus Resazurin-Reduktion) erstellt. Während des Experiments wurde die 
Resazurin-Reduktion in den benannten Wells ermittelt und die Zellzahl im jeweiligen Well durch 
Vergleich mit der Standardkurve berechnet. Die Zellviabilität wurde mit einem kommerziellen Kit 
bestimmt (spezifische Fluoreszenzmarkierung lebender und toter Zellen). 
 RT-qPCR erfolgte nach beschriebenen Standards und den MIQE-Leitlinien [29]. Nach 
Abbau des WAB-Setups wurde die Zellkulturüberstände der WAB-Proben und der Negativ-
kontrollen für die ELISA-Bestimmungen gesammelt. Anschließend wurden die Zellen lysiert und 
aus den Zelllysaten Gesamt-RNA isoliert. Definierte Mengen cDNA jeder Probe wurden für die RT-
qPCR eingesetzt. Die Auswertung erfolgte nach der 2-CT-Methode [164] (Referenzgene: PGK1 und 
RPL13A). Alle cDNA-Proben wurden zweimal vermessen, d. h. für jede Kombination aus Gen, 
Kulturtyp und Beobachtungs-Tag wurden sechs PCR-Amplifikationen ausgewertet. 
Die Bestimmung der TNFA- und PGE2-Konzentrationen im Zellkulturüberstand erfolgte mit 
kommerziellen ELISA-Kits. Die PGE2-Konzentration wurde auf die Zellzahl normalisiert. 
 Der Mann-Whitney-U-Test wurde angewandt, um Gruppenunterschiede festzustellen (WAB 
vs. Kontrolle). Der Einfluss der Dauer der Krafteinwirkung (1 – 6 Tage) wurde mit dem Kruskal-
Wallis-Test (Bonferroni-Korrektur für multiple Vergleiche) bewertet. 
Ergebnisse: Während der gesamten Versuchsdauer war Zellwachstum in beiden Gruppen (WAB und 
Kontrolle) zu beobachten. Die Zellen der Kontrollgruppe wuchsen schneller und erreichten am 6. 
Tag eine Plateau-ähnliche Phase. Dies Beobachtung wurde durch die mikroskopische Auswertung 
der Zellviabilität-Markierungen gestützt. 
 Die cFOS-Genexpression war während der gesamten Dauer der Kraftapplikation signifikant 
stimuliert. Dagegen zeigte die Expression des zweiten mechanosensitiven Gens, HB-GAM, keinerlei 
Änderungen im Vergleich zur Negativkontrolle. Unabhängig von der Dauer der Kraftapplikation war 
die Expression der inflammatorischen Gene IL6, TNFA und COX2 signifikant hochreguliert. 
Während die PGE2-Konzentration im Zellkulturüberstand über die gesamten Dauer der Kraft-
applikation kontinuierlich anstieg, erreichte die COX2-Expression erreichte am 3. und 4. Tag ihr 
Maximum. TNFA war im Zellkulturüberstand nicht nachweisbar. Unabhängig von der Kraftdauer 
war P2RX7 herunterreguliert; die RUNX2-Expression dagegen zeigte eine Kraftdauer-abhängige 
Regulation. 
Zusammenfassung: Diese Ergebnisse zeigen, dass selbst nach 6 Tagen Kraftapplikation in vitro noch 
Änderungen in der Genaktivität der untersuchten Gene zu beobachten sind. Daher besteht der Bedarf 
an länger-andauernden in vitro-Studien, die weitere an der KZB-beteiligte Gene und Metaboliten 
einschließen. 
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2.3 Stress während bzw. durch kieferorthopädische Behandlung 
Neben der Applikation von mechanischem Stress ist die kieferorthopädische Behandlung auch mit 
mentalem Stress verbunden. Patienten in kieferorthopädischer Behandlung berichten über 
schmerzhafte Erfahrungen während unterschiedlicher Behandlungsstadien und bei unterschiedlichen 
Arten der Behandlung. In einer retrospektiven Studie berichteten von 203 mit festsitzenden 
Apparaturen behandelten erwachsenen Patienten 91 % über Schmerzen als Folge der Apparatur und 
39 % über Schmerzen und Unannehmlichkeiten unabhängig vom Behandlungsstadium, wie z. B. 
beim Einsetzen eines neues Drahtbogens in ein Bracket [152]. In einer prospektiven Studie mit 
Kindern und Erwachsenen klagten 95 % der befragten Patienten über Schmerz aufgrund der 
kieferorthopädische Behandlung [144, 226]. Als Hauptursache für Schmerz werden die 
kieferorthopädische Kräfte angesehen, die eine Zahnbewegung bewirken: z. B. elastische 
Separatoren, vollständiges Bekleben mit dem ersten Bogen und „Rapid Palatinal Expansion“ [58, 
129, 160]. 
 Eine objektive Bestimmung des Stresses/Schmerzes ist durch die Bestimmung des Cortisol-
Spiegels im Blut oder im Speichel betroffener Patienten möglich. Wie alle Glucocorticoide wird 
Cortisol in der Nebennierenrinde gebildet. Es ist Bestandteil des menschlichen Stressreaktions-
Systems und wird durch Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA) 
ausgeschüttet. Cortisol aktiviert katabole Stoffwechselvorgänge (z. B. Glykogen-Synthese in der 
Leber, Proteinabbau im Muskel, Lipolyse in den Fettzellen) und stellt so u. a. den Blutzuckerspiegel 
sicher. Des weiteren wirkt Cortisol entzündungshemmend (inhibiert die Arachidonsäure- und damit 
die PGE2-Synthese [211]), immunsuppressiv und kann darüber hinaus Apoptose induzieren [191]. 
Störungen im Cortisol-Stoffwechsel führen zum Cushing-Syndrom, während die therapeutische 
Gabe von hohen Dosen Cortisol im Knochen Osteoporose und Osteonekrose induzierten kann. 
 Die Bestimmung der Speichel-Cortisol-Konzentration ist eine einfache und nicht-invasive 
Alternative zur Cortisol-Bestimmung aus Blutproben. Aufgrund seiner chemischen Eigenschaften 
gelangt das Molekül durch passive, intrazelluläre Diffusion in den Speichel. Daher hat die 
Speichelflussrate auch keinen Einfluss auf die Cortisol-Konzentration im Speichel [126, 268] und 
diese korreliert bei Kindern und Erwachsenen sehr stark mit der im Blut [72]. Der Speichel-Cortisol-
Spiegel reflektiert die biologisch aktive, d. h. ungebundene Cortisol-Konzentration [268]. 
Die Cortisol-Sekretion im Speichel unterliegt einem diurnalen Rhythmus. In gesunden 
Erwachsenen sinkt die Speichel-Konzentrationen zwischen 8:00 morgens und 20:00 abends um den 
8- bis 10-fachen Wert [205, 225, 227, 274]. Physischer und mentaler Stress induzieren die Cortisol-
Ausschüttung und erhöhen damit die Cortisol-Konzentration im Speichel [79, 126, 205, 227]. Daher 
kann über die Messung des Speichel-Cortisol die Reaktion auf belastende Stimuli oder die 
Effektivität von Behandlungen zur Stressreduktion bestimmt werden [11, 24, 80, 84]. 
2.3.1 [Referenz #259]: Tzortzi, Proff, Redlich, Aframian, Palmon, Golan, Wichelhaus, 
Muessig, Baumert (2009). Cortisol daily rhythm in saliva of healthy school children. 
Int Dent J 59:12-18 
Einleitung: Detaillierte Informationen über das Cortisol-Tagesprofil Erwachsener liegen vor [274]. 
Dagegen existieren für Jugendliche im Alter von 10 – 14 Jahren nur Referenzwerte, die zu drei 
verschiedenen Zeitpunkten des Tages ermittelt wurden [76, 123]. Ziel dieser Studie [259] war es 
daher, das Cortisol-Tagesprofil im Speichel von Schulkindern der Altersgruppe zwischen 10 und 14 
Jahren zu bestimmen.  
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Material und Methode: Das Studienprotokoll dieser Studie wurde von der Ethikkommission des 
Klinikums der Universität Regensburg begutachtet und freigegeben. Von allen teilnehmenden 
Schulkindern und ihre Eltern wurde das informierte Einverständnis eingeholt. 
Entsprechend den Ausschlusskriterien wurden Schulkinder beiden Geschlechtes im Alter 
zwischen 10 und 14 Jahren an lokalen Schulen bzw. durch direkte Ansprache von Kollegen 
rekrutiert. Von den über 100 angesprochenen Testpersonen konnten schlussendlich die Proben von 
21 Teilnehmern analysiert werden. 
Über den Tag verteilt mit Beginn direkt nach dem Aufwachen am Morgen bis unmittelbar 
vor der Nachtruhe wurden von jedem Studienteilnehmer in definierten Intervallen insgesamt 20 
Speichelproben gesammelt. Um externe Stressoren [76] möglichst auszuschließen, wurden die 
Probennahme an Wochenenden, Feiertagen oder Urlauben durchgeführt. Die Speichel-Cortisol-
Bestimmung erfolgte mit einem kommerziellen Cortisol-Lumineszenz-Immunoassay nach 
Herstellerangaben. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung quantifiziert und die Proben eines 
Teilnehmers gemeinsam analysiert. 
Die statistische Analyse erfolgte mittels allgemeinen linearen Modell (GLM) für wiederholte 
Messungen, um eine mögliche Interaktion zwischen Geschlecht und zeitlichem Verlauf festzustellen. 
Der Mann-Whitney-U-Test wurde als Posthoc-Test für die GLM-Analyse und zum Testen des 
Einflusses der Aufwachzeiten und geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen diesen verwendet. 
Ergebnisse: Die Cortisol-Konzentration im Speichel folgte einem deutlichen täglichen Rhythmus. 
Innerhalb von 20 min nach dem Aufwachen erreichte die Speichelkonzentration den höchsten Level 
(9,69 ± 3,89 nmol/L), fiel dann in den nächsten 90 min um 50 % ab, und stagnierte in den darauf-
folgenden 3 – 8 h bei 4,14 (± 1,93) nmol/L. Eine Geschlechtsspezifität des Cortisol-Spiegels konnte 
– bis auf drei Zeitpunkte (3, 10 und 11 Stunden nach dem Aufwachen) – nicht festgestellt werden. 
Zusammenfassung: Das Profil der Cortisol-Konzentration im Speichel 10 bis 14-jähriger Schulkinder 
konnte etabliert werden. Im Verlauf der Studie wurden Hinweise zur Probensammlung und dem 
Probandenverhalten gesammelt, die für zukünftige Studien eine wichtige Grundlage sein werden. 
  
  19 
3 Diskussion, Zusammenfassung und Ausblick 
3.1 RUNX2-Mutationen und Dysostosis cleidocranialis 
Aufgrund der zentralen Bedeutung des RUNX2-Gens für die Knochenbildung und die Knochen-
remodellierung ist es seit seiner Identifikation 1997 [187, 188] Gegenstand intensiver Forschung [12, 
108, 217, 283]. Von klinischem Interesse überwiegten zum einen die Abklärung des Phänotyp-
Spektrums der Dysostosis cleidocranialis (CCD) und zum anderen die Genotypisierung der 
betroffenen Patienten. Eine mögliche Gentyp-Phänotyp-Korrelation könnte Hinweise für die 
klinische Behandlung des Phänotyps und gleichzeitig Informationen zur genetischen Beratung 
derselben liefern. 
 Zum Zeitpunkt der Veröffentlichung der hier vorgestellten Studien [17-19] und einer 
Aufklärungsrate von 30 – 40 % war nicht zu erwarten, dass weitere „spannende“ neue Mutationen 
gefunden werden könnten. Seitdem hat sich aber diesbezüglich durch die Anwendung neuer 
Mutations-Screening-Methoden und die Entdeckung weiterer Genregulationsmechanismen der 
Knochenentwicklung und Knochenremodellierung im Allgemeinen und RUNX2 im speziellen eine 
rasante Entwicklung ergeben. Diese soll im Folgenden zusammen mit den hier zusammengefassten 
Publikationen [17-19] diskutiert werden. 
3.1.1 Genotyp-Phänotyp-Korrelation bei Dysostosis cleidocranialis 
Im Laufe der letzten 20 Jahre haben mehrere Arbeitsgruppen Genotyp-Phänotyp-Korrelation (GPK) 
bei CCD etablieren können (Übersicht in Tabelle 3.1): 
(1) die Lokalisation des Genotyps korreliert mit der „Schwere“ der Mutation [303], d. h. mit den 
Folgen der Mutation für das Genprodukt; 
(2) die Lokalisation von Mutationen in der Runt-Domäne (RHD) korreliert mit Kleinwuchs [284, 
295, 296]; 
(3) Kleinwuchs korreliert mit der Anzahl überzähliger Zähne in CCD-Patienten-Kohorten [295, 
296] bzw. männlicher CCD-Patienten allein [300]; 
(4) das Auftreten von Mutationen in der RHD korreliert mit der Anzahl retinierter permanenter und 
überzähliger Zähne [28]; 
(5) das Auftreten von Mutationen in der RHD korreliert mit gravierenden Zahnanomalien, milden 
HNO-Befunden und normalen Schlüsselbeinen [237]; 
(6) das Auftreten von Mutationen in der Q/A-Domäne korreliert mit Zahnanomalien und dem 
Auftreten von normal-entwickelten Schlüsselbeinen [237]; 
(7) Nonsense-Mutationen in der Q/A-Domäne gehen mit einem weniger ausgeprägten Phänotyp 
einher [17]. 
In anderen Studien (Tabelle 3.1) konnte ein Zusammenhang zwischen Kleinwuchs und Mutationen 
der RHD bzw. der Anzahl überzähliger Zähne nicht hergestellt werden [17, 81, 169, 242, 251, 253, 
302]. Ma et al. [169] führten eine „Mini“-Metaanalyse publizierter CCD-Fälle durch und zeigten, 
dass sehr wohl Missense-Mutationen in der RHD mit überzähligen Zähnen, Hypoplasie der Maxilla 
oder mandibulärer Protrusion einhergehen. Dies steht in klarem Widerspruch zu Bufalino et al. [28]. 
Darüber hinaus weisen mehrere Studien auf die Altersabhängigkeit des Phänotyps „überzählige 
Zähne“ hin [17, 242, 293, 302]: die exakte Bestimmung der Anzahl überzähliger Zähne kann nur 
nach Abschluss aller chirurgischen Maßnahmen im Erwachsenenalter erfolgen [62]. 
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Tabelle 3.1. Studien zur Genotyp-Phänotyp-Korrelation (GPK) bei Dysostosis cleidocranialis. Angegeben sind 
die Anzahl der untersuchten Familien (Anteil an Spontan-Mutationen) und die Anzahl der genotypisierten 
Familien. 
Jahr Studie Fallzahl 
(Spontan) 
Geno-
typ 
Bemerkungen 
GPK etabliert    
1999 Zhou et al. [303] 26 (?) 17 GPK: Korrelation zwischen Lokalisation des Genotyps und der „Schwere“ der 
Mutation. 
2002 Yoshida et al. [295] 24 (9) 17 Phänotypische Variabilität; GPK: Kleinwuchs korreliert mit Mutationen in der 
RHD und mit der Anzahl überzähliger Zähne. 2003 Yoshida et al. [296] 
2005 Baumert et al. [17] 20 (7) 14 HOMALS-Analyse zur Beschreibung des Phänotyps; phänotypische inter- und 
intrafamiliäre Variabilität; GPK: Nonsense-Mutationen in der Q/A-Domäne 
gehen mit einem weniger ausgeprägten Phänotyp einher. 
2008 Xuan et al. [284] 4 (3) 4 GPK: Mutationen in der RHD korrelieren in allen vier Fällen mit Kleinwuchs. 
2010 Zhang et al. [300] 6 (3) 5 In zwei familiären Fällen keine überzähligen Zähne; große inter- und intra-
familiäre Variabilität des Phänotyps; GPK: leichte („slight“) Korrelation zwischen 
der Anzahl überzähliger Zähne und der Körpergröße männlicher CCD-
Patienten. 
2012 Bufalino et al. [28] 5 (1) 4 Dentaler Phänotyp: extreme inter- und intrafamiliäre Variabilität; GPK: Patienten 
mit Mutationen in der Runt-Domäne haben eine höhere Anzahl an retinierten, 
permanenten und an überzähligen Zähnen. 
2015 Singh et al. [237] 1 (1) 1 Atypischer Phänotyp: normalentwickelte Schlüsselbeine; benutzen Score nach 
Baumert et al. [17] zur Phänotyp-Klassifizierung; GPK: (1) Korrelation zwischen 
Zahnanomalien und normalen Schlüsselbeine mit Mutationen in der Q/A-
Domäne; (2) Korrelation zwischen gravierenderen Zahnanomalien, milden 
HNO-Befunden und normalen Schlüsselbeinen und Mutationen in der RHD. 
GPK nicht etabliert    
2003 Tessa et al. [253] 14 (7) 11 Atypischer Phänotyp: zwei nicht-verwandte Patienten mit Myopathie der 
Schultermuskeln; phänotypische Variabilität in familiären Fällen; keine 
Korrelation zwischen Kleinwuchs und Mutationen in der RHD [295]. 
2007 Suda et al. [241] 1 (1) 1 Breite intrafamiliäre Variabilität bzgl. des dentalen Phänotyps. 
2007 Tang et al. [251] 1 (1) 1 Atypischer Phänotyp: hyperplastische Nägel (aufgrund der RUNX2-Mutation?); 
GPK nicht möglich. 
2010 Suda et al. [242] 5 (2) 5 Inkludiert monozygotes Zwillingspaar (unterschiedliche Anzahl an überzähligen 
Zähnen); Anzahl der überzähligen Zähne steigt mit dem Alter [293]. 
2013 Wang et al. [270] 1 (1) 1 Monozygote Zwillinge mit identischem Phänotyp in beiden Zwillingskindern; 
sehr ausführlicher klinischer Befund; Abweichungen bei den Füßen. 
2017 Dinçsoy Bir et al. [47] 11 (7) 10 Osteoporose als weiterer CCD-Phänotyp (?); ausführlicher klinischer Befund 
inkl. Hormonstatus. 
2017 Hordyjewska et al. [94] 1 (0) 1 Intrafamiliäre Variabilität. 
2017 Zhang et al. [302] 4 (2) 4 Moderate klinische Variabilität; GPK nicht möglich. 
2017 Zeng et al. [299] 4 (3) 4 Inter- und intrafamiliäre Variabilität des Phänotyps mit Fokus auf oralen 
Phänotyp. 
2018 Ha et al. [81] 12 (?) 8 Eindeutige GKP konnte nicht etabliert werden. 
2018 Ma et al. [169] 1 (0) 1 GPK konnte nicht etabliert werden; „Mini“-Metaanalyse zeigte weitere CCD-
Fälle, in denen Missense-Mutationen in der RHD mit überzähligen Zähnen, 
Hypoplasie der Maxilla oder mandibulärer Protrusion einhergehen; klarer 
Widerspruch zu Bufalino et al. [28]. 
2019 Gao et al. [61] 7 (5) 7 Subzelluläre Lokalisation. 
2019 Hordyjewska-Kowalczyk 
et al. [95] 
11 (8) 11 Funktionelle Mutations-Assays; Variante R225W in dbSNP, obwohl pathogen. 
2019 Ma et al. [170] 1 (?) 1 CCD mit Epilepsie; ausführlicher klinischer Befund inkl. Blutwerte, etc. 
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Variable Penetranz des Genotyps und die daraus resultierende intra- und interfamiliäre Variabilität 
des Phänotyps stellen die größten Hindernisse in der Etablierung einer GPK bei CCD-Patienten dar. 
Darüber hinaus sind die vorhandenen Studien und Fallberichte aufgrund eines fehlenden 
standardisierten Protokolls zur Evaluation des klinischen Phänotyps bei CCD schwer miteinander 
vergleichbar. Singh et al. [237] nutzten das von Baumert et al. [17] angewandte Klassifikations-
schema und konnten so den von ihnen beschriebenen CCD-Patienten mit normalentwickelten 
Schulterbeinen mit publizierten Fällen vergleichen. 
3.1.2 RUNX2-Mutationen 
RUNX2 wird durch acht Exone kodiert, deren mRNAs sich durch alternatives, gewebsspezifischen 
Splicen in ihrer Länge geringfügig unterscheiden (Abb.  3.1a). Das längere Genprodukt kodiert die 
521 Aminosäure lange „MASNS“-Isoform, die hauptsächlich in Knochenzellen exprimiert wird, 
während die 19-Aminosäure kürzere Isoform in Knochen und anderen Geweben zu finden ist [14]. 
Alle Isoformen zeigen dieselbe Domänenstruktur aus Q/A-Domäne, Runt-Domäne (RHD) und PST-
Domäne (Abb. 3.1b). Die RHD ist für die DNA-Bindung (und damit die Transaktivierung von 
Genen) und die Heterodimerisierung mit CBF notwendig [257]. Q/A- und PST-Domäne enthalten 
Bereiche, die in der Interaktion mit anderen Signalmolekülen eine Rolle spielen und entweder 
aktivierend (AD1-AD3) oder reprimierend (RD) wirken. Die RUNX2-Expression wird auf Tran-
skriptions-Ebene u. a. durch Autoregulation (RUNX2-Bindungsstellen im RUNX2-Promotor), 
andere Transkriptions- oder Wachstumsfaktoren, Glucocorticoide, alternatives Splicen und 1,25-
Dihydroxy-Vitamin D3 reguliert [27, 229]. Translational-regulierend wirken die posttranslationalen 
Modifikationen des RUNX2-Proteins (u. a. Phosphorylierungen und Azetylierungen), die Translo-
kation vom Cytoplasma zurück in den Zellkern und die Interaktion mit Partner-Molekülen [27, 70]. 
 Die meisten Studien stimmen darin überein, dass die Lokalisation der Mutationen bzw. deren 
Typ (und damit die betroffene RUNX2-Domäne) mit dem Schweregrad des betreffenden CCD-
Patienten korreliert [17, 95, 208]. Nonsense-Mutationen, die zu einem verkürzten Genprodukt 
führen, treten über das gesamte Gen verstreut auf [17, 28, 172, 194, 253], ebenso Splice- und 
Leseraster-Mutationen, Insertionen, Deletionen [17, 94] und Duplikationen [194]. Den größten 
Anteil an CCD-auslösenden Mutationen haben Missense-Mutationen in der RHD [17, 94, 194]. 
Diese ist evolutiv sehr stark konserviert (Abb. 3.1c) und für ihre Aufgaben „DNA-Bindung“ und 
„Transaktivierung“ optimiert; daher ist ihre Fehlertoleranz gegenüber Missense-Mutationen geringer 
als in den übrigen Bereichen des RUNX2-Gens. Bei einigen beschriebenen CCD-Patienten gehen 
RHD-Mutationen mit schweren dentalen Anomalien inklusive überzähliger Zähne einher [28, 94, 
237, 295]. 
Neben der RHD ist vor allem die Q/A-Domäne mit ihren Trinukleotid-Wiederholungen der 
Codone für Glutamin (Q) und Alanin (A) von Interesse: auf 23 aufeinanderfolgende Glutamine 
folgen 17 aufeinanderfolgende Alanine (Q23A17) [188]. Durch Strangverschiebung („slippage 
replication“) während der DNA-Replikation können Fehlpaarungen der Trinukleotid-
Wiederholungen zu Mutationen führen [294]. Dies kann zu einer Verlängerung oder Verkürzung der 
Trinukleotid-Wiederholungen führen und damit zum CCD-Phänotyp [237, 253, 299]. Polymorphe 
Änderungen in der Q/A-Domäne werden mit Unterschieden in der Knochenmineraldichte und 
Fraktur-Anfälligkeit in Verbindung gebracht [265]. In vitro konnte gezeigt werden, dass Ala6-
Deletionen keinen Einfluss auf die Translokation des Transkriptionsfaktors in den Zellkern haben, 
aber sehr wohl die Transaktivierung von Osteocalcin in einem Reporter-Assay herabsetzen [299]. 
Darüber hinaus werden Polymorphismen der Q/A-Ratio mit Variationen in der Gesichtsmorphologie 
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von Primaten in Verbindung gebracht [216, 262] und zeigen eine positive Korrelation mit 
Variationen in der relativen Gesichtslänge. Für Nonsense-Mutationen in dieser Domäne wird ein 
verkürztes RUNX2-Protein ohne RHD und damit RNA- bzw. Protein-Instabilität oder Nonsense-
vermittelter-mRNA-Abbau postuliert [17]. 
 
 
Abb. 3.1. Struktur des RUNX2-Gens aus (a) acht Exons. Alternatives Spleißen der Promotoren „P1“ bzw. „P2“ 
ergibt die beiden RUNX2-Isoformen „MASNS“ und „MRIPV“. (b) Korrelation zwischen Exon-Struktur der 
„MASNS“-Isoform und der Domänen-Struktur des RUNX2-Proteins mit den drei Protein-Domänen Q/A, Runt 
(RHD) und PST; weitere Abkürzungen: AD1 – AD3, Aktivierungsdomänen; RD, Reprimierungsdomäne; NLS, 
„Nuclear Localisation Signal“; NMTS, „Nuclear Matrix Targeting Signal“; P, Phosphorylierungsstellen. (c) 
Multiples Sequenz-Alignement der Proteinsequenz der Runt-Domäne verschiedener Spezies. Wichtige 
Sekundärstrukturen und Sequenzmotive sind eingezeichnet (Nach diversen Autoren). 
 
Generell wird davon ausgegangen, dass CCD durch Haploinsuffizienz hervorgerufen wird [85, 166, 
208, 242, 270, 303]: das Produkt eines autosomalen Gen-Allels reicht für die Aufrechterhaltung der 
normalen Proteinfunktion nicht aus. Für RUNX2 bedeutet dies: (1) keine DNA-Bindung und damit 
Transaktivierung von Genen [208, 301, 303] oder (2) es gelangt nicht genug RUNX2 in den Zellkern, 
da die Translokation in den Nukleus nicht funktioniert [208, 295, 301]. Aus der beobachteten 
b
c
a
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intrafamiliären klinischen Variabilität wurde geschlossen, dass hypomorphe Mutationen oder Modi-
fikationsgene („modifier genes“) die klinische Expressivität dieser Mutationen verändern könnten 
[17, 23, 301, 303]. Im Unterschied zur Haploinsuffizienz wird durch die hypomorphe Mutation eines 
proteinkodierenden Gens die Funktion des Proteins herabgesetzt, geht aber nicht vollständig 
verloren. Für einige Mutationen konnten hypomorphe Effekte in der Zwischenzeit experimentell 
nachgewiesen werden [166, 175, 251, 301, 303]. Darüber hinaus werden dominant-negative Effekte 
[270], nicht-genetische Regulation [242] z. B. durch Toxine und epigenetische Regulation [86, 158, 
185, 241, 242] diskutiert.  
Neben den oben beschriebenen Loss-of-function-Mutationen wurde kürzlich eine Gain-of-
function-Duplikation der Exone 3-5 des RUNX2-Gens beschrieben [183], die zur metaphysären 
Dysplasie mit maxillarer Hypoplasie und Brachydaktylie (MDMHB; OMIM 156510) führt. Im 
Vergleich stellt der MDMHB-Phänotyp in einigen Punkten quasi ein „Spiegelbild“ der CCD dar 
[183]: hypoplastische oder aplastische Schlüsselbeine und überzählige Zähne in der CCD aber 
vergrößerte Schlüsselbeine in der MDMHB und Zahndystrophie in der MDMHB. Die Gain-of-
function-Wirkung dieser Duplikation wurde in einem in vitro-Modell bestätigt [183]. 
 In mehreren größeren CCD-Studien wurden bei ca. 30 – 70 % der untersuchten Fälle keine 
Mutationen im RUNX2-Gen gefunden [17, 195, 295, 300]. Verschiedene Gründe können hierfür 
ursächlich sein, die zukünftig eine Anpassung und Erweiterung der Protokolle zur Mutations-
detektion und -verifikation notwendig machen: (1) durch Exon-spezifische PCR-Amplifikation und 
anschließende Sequenzierung der PCR-Produkte werden keine Variationen in der Kopienzahl des 
entsprechenden Genomabschnitts oder Gen-spezifische Deletionen oder Duplikationen detektiert 
[242]. (2) Die Regulation der Osteoblasten-Differenzierung und der Knochenremodellierung durch 
epigenetische Faktoren (microRNAs) [86, 87, 297] stellt eine zusätzliche Herausforderung dar, die 
bei der Mutationsanalyse und deren Interpretation unter Umständen mit berücksichtigt werden sollte 
[241, 242]. (3) Ebenso könnte eine CBF-Defizienz durch Haploinsuffizienz zu einem CCD-
Phänotyp führen [35, 198].  
3.1.3 Dentaler Phänotyp 
Die Zahnentwicklung ist durch eine zeitlich und räumlich komplexe Abfolge von Epithel-
Mesenchym-Wechselwirkungen gekennzeichnet [112, 255, 256] und wird durch mehr als 300 Gene 
und deren Genprodukte gesteuert [Übersicht in 190]. Im Mausmodell wird Runx2 im dentalen 
Mesenchym vom Knospen- bis zum frühen Glockenstadium exprimiert [41]. Im Gegensatz zu Osteo-
blasten, die während der gesamten Differenzierung Runx2 exprimieren, erfolgt in differenzierten 
Odontoblasten eine Herunterregulierung der Runx2-Expression [132, 181]. Eine anhaltende Runx2-
Expression induziert die Transdifferenzierung von Odontoblasten zu Osteoblasten [181]. In 
homozygot Runx2-defizienten Mäusen (Runx2-/-) sind die Molaren (ihre Entwicklung arretiert vor 
Erreichen des Kappen-Stadiums) stärker betroffen als die Schneidezähne; ebenso die Zahnanlagen 
im Unterkiefer mehr als die entsprechenden im Oberkiefer [2]. 
Die mesenchymale Expression von Runx2 wird durch Signale des dentalen Epithels 
gesteuert. Runx2 wiederum steuert die Expression mesenchymaler Moleküle, die auf die Zellen im 
Epithel einwirken, die Differenzierung des Schmelzorgans („enamel organ“) beeinflussen und damit 
indirekt Odonto- und Ameloblastendifferenzierung [41]. Insoweit ist Runx2 in der Zahnentwicklung 
eine besondere Funktion zuzuschreiben, die unabhängig von der Rolle in der Osteogenese ist [26, 
28, 41, 110, 288, 303]. Dieser Sonderrolle könnte die hohe Penetranz des dentalen Phänotyps im 
Spektrum der RUNX2-Mutationen zuzuschreiben sein [303]. 
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Neben skelettalen Befunden wird bei Patienten mit Dysostosis cleidocranialis ein charakteristischer 
dentaler Phänotyp beschrieben: Persistenz der Milchzähne, verspäteter Zahndurchbruch und 
Hyperdontie („supernumerary teeth“) in der zweiten Dentition [17, 19, 28, 62, 63, 67, 81]. In den 
letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Thesen entwickelt, die diesen dentalen Phänotyp und seine 
Beschränkung auf die zweiten Dentition zu erklären versuchten [128, 132, 138, 139, 178, 181, 198, 
258, 292]. Nach Pan et al. [198] werden folgende Thesen zur Entstehung des verspäteten oder 
ausbleibenden Zahndurchbruchs der bleibenden Dentition und damit die Persistenz der Milchzähne 
diskutiert: (1) fehlender zellulärer Zahnzement an der Spitze der Zahnwurzel von CCD-Patienten; 
(2) höhere Knochendichte des Alveolarknochens, der die nichtdurchgebrochenen Zähne überdeckt; 
(3) eine herabgesetzte Knochenresorption bzw. eine verzögerte Resorption der Zahnwurzeln der 
ersten Dentition [81, 109, 138, 139]. Bezüglich des fehlenden zellulären Zahnzements gibt es 
widersprüchliche Studien [40, 173]. Eine herabgesetzte Knochenresorption wurde an PDL-
Fibroblasten von CCD-Patienten [165] und Runx2+/--Mäusen [292] gezeigt. Darüber hinaus könnten 
Anzahl und Lokalisation überzähliger Zähne mechanisch einen regelgerechten Zahnwechsel 
erschweren [81]. 
 Überzählige Zähne sind kein Alleinstellungsmerkmal der Dysostosis cleidocranialis. Sie 
sind Begleitsymptom mehrere Syndrome und treten auch nichtsyndromal auf [167, 243]. Im 
Gegensatz zur regelgerechten Entwicklung bildet sich bei CCD-Patienten die Zahnleiste nicht 
vollständig zurück und odontogene Epithelzellen verbleiben im parodontalen Gewebe [138, 168]. 
Diese könnten die Zahnkeime der überzähligen Zähne darstellen [81, 138] und damit zu Überresten 
einer „dritten Dentition“ gehören [128, 138, 192]. Ebenso könnte die oben skizzierte Beziehung 
zwischen RUNX2-Gendosis und Odontoblasten-Differenzierung eine Hyperaktivität der Zahnleiste 
induzieren und damit zu überzähligen Zähnen führen [28]. Ebenso werden Umweltfaktoren, 
epigenetische Kontrolle und Copy-Number-Variationen [7, 74, 83, 177, 183] bei der Entstehung 
überzähliger Zähne diskutiert [242]. Eine abschließende Klärung steht weiterhin aus. Aufgrund der 
Monophydontie der Mäuse kann dieses Modell für Untersuchungen zum Zahnwechsel nicht 
herangezogen werden [112, 138] – hier wäre z. B. das Schweinemodell eine Möglichkeit [279]. 
Zusätzlich zeichnen sich CCD-Patienten durch offene Fontanellen aus [17, 19, 187, 188]. Eine 
kürzlich erschienene Studie ging dieser Frage nach und führte systematisch differenzielle 
Genexpressionsstudien an Wildtyp- und Runx2+/--Mäusen durch [206]. Sie zeigte, dass direkt durch 
Runx2 regulierte Signalwege (u. a. Hedghog, Fgf und Wnt) in den Runx2+/--Suturen im Vergleich zu 
den Runx2+/--Calvaria herunterreguliert waren. Weitere Untersuchungen dieser Gruppe an Organ-
Kulturen lassen die Annahme zu, dass im Vergleich zur Calvaria >50 % der Runx2-Gendosis für die 
Proliferation mesenchymaler Sutur-Zellen notwendig ist [206]. 
Zellen und Gewebeproben, die CCD-Patienten entnommen wurden, sind ebenfalls Gegenstand der 
Forschung. Bei Kenntnis des Donor-Genotyps ergäben sich hier ebenso Möglichkeiten einer 
Genotyp-Phänotyp-Korrelation und/oder Hinweise auf mögliche neue RUNX2-Interaktionen. 
Im Zusammenhang mit den Durchbruchsstörungen stehen auch die oben erwähnten Unter-
suchungen zum Zahnzement bei CCD-Patienten [40, 173]. Ach et al. [3] untersuchten immunhisto-
chemisch den Kollagen-I-Gehalt der oralen Mukosa von 6 CCD-Patienten im Vergleich zu Proben 
von 12 Gesunden. Die immunhistochemische Untersuchung zeigte bei CCD-Patienten einen 
signifikant höheren Kollagen-I-Gehalt in der oralen Mukosa im Vergleich zu den Gesunden. Ursache 
hierfür scheint ein verminderter Kollagen-Abbau durch eine verringerte Kollagenase-Genexpression 
[111] zu sein. Im Promoter der Kollagen-I-Gene befinden sich RUNX2-Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen; Kollagenase-3 (MMP13) wird ebenfalls über RUNX2 aktiviert. RUNX2-
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Haploinsuffizienz könnte daher die „typisch derbe, fibriotische Beschaffenheit der oralen Mukosa“ 
[3, S. 250] und damit die Persistenz der Milchzähne und überzähliger Zähne erklären [187].  
3.2 Mechanobiologie 
Die lokale, strukturelle Adaptationsfähigkeit des Knochens nach mechanischer Belastung ist von 
fundamentaler Bedeutung für fast alle orthodontischen und orthopädischen Verfahren [43, 140, 141]. 
Erhöhte mechanische Belastung stimuliert Knochenbildung und unterdrückt die Knochenresorption. 
Verminderte mechanische Belastung hat den gegenteiligen Effekt und fördert den Knochenabbau 
durch Osteoklasten [43, 140, 141]. Während in der orthopädischen Therapie über die Muskulatur 
adaptive Umbauprozesse im Knochen induziert werden [209, 210, 276], werden in der 
orthodontischen Therapie durch Applikation einer kieferorthopädischen Kraft Umbauprozesse im 
Knochen induziert und so Zähne im Knochen bewegt; dies ist an ein intaktes Parodontalligament 
gekoppelt [44, 141, 276]. Die kieferorthopädischen Kräfte variieren stark in Abhängigkeit von der 
verwendeten Therapie [276]. Hinweise auf eine „optimale“ Kraftgröße gab bereits A. M. Schwarz 
1932 [230]. Um unerwünschte Nebeneffekte (z. B. Wurzelresorptionen) zu vermeiden, sollte die 
Größe der Kraft den Blutdruck in den Blutkapillaren von 0,15 – 0,2 N/cm2 (= 15 – 20 g/cm2) bezogen 
auf die Wurzeloberfläche nicht übersteigen [91, 92, 230]. 
 Grundlegende Informationen zu den Gewebsreaktionen während der orthodontischen 
Therapie wurden in tierexperimentellen Studien gewonnen [Übersichten in 44, 264]. Aufgrund der 
komplexen räumlichen Anordnung der beteiligten Gewebe ist eine tiefergehende Analyse der inter- 
und intrazellulären Kommunikation im Tiermodell nicht möglich. Daher wurden In-vitro-
Zellkulturmodelle entwickelt, mit denen der Einfluss simulierter kieferorthopädischer Kräfte 
unterschiedlicher Modalitäten (Abb. 2.2) auf zellulärer Ebene untersucht wurde [aktuelle Übersicht 
in 264]: in Richtung der kieferorthopädischen Kraft induzieren Druckkräfte Umbauprozesse im an-
grenzenden Alveolarknochen, in entgegengesetzter Richtung Zugkräfte Knochenaufbau (Abb. 2.1). 
In den hier vorgestellten Studien wurden humane Osteoblasten (HABOs) und PDL-Fibroblasten 
(HPDFs) simulierten kieferorthopädischen Druckkräften für kürzere (30 min bis 4 h) und längere 
(1 – 6 Tage) Perioden ausgesetzt und die Expression verschiedener osteogener, inflammatorischer 
oder anderer regulatorischen Gene, Genprodukte und Metaboliten untersucht [20, 107, 234, 235]. 
Hierzu wurden zwei unterschiedliche, etablierte Simulationsmethoden angewandt: die kurzzeitige 
Applikation von Druckkräften erfolgte mit dem Zentrifugationsmodell [20]. Nachfolgend wurde es 
zur Simulation von Druckkräften auf Zellen in indirekter Co-Kultur adaptiert [234, 235]. Das 
„Weight Approach Based“-Modell (WAB-Modell) [106] wurde entsprechend den Ergebnissen 
unseres systematischen Übersichtsartikels [106] so modifiziert, dass eine konstante, statische 
Druckkraft über 6 Tage [107] angewandt werden konnte. 
In Tabelle 3.2 sind die wichtigsten Daten dieser Studien zusammengefasst. Im Folgenden 
werden die Ergebnisse dieser Methoden für ausgewählte Gene und Genprodukte bzw. Metaboliten 
miteinander verglichen und diskutiert. 
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Tabelle 3.2. Gegenüberstellung der wichtigsten Studien-Kenngrößen [20, 107, 234, 235]. 
 Baumert et al. [20] Shi et al. [234] Shi et al. [235] Janjic Rankovic et al. [107] 
Kraftmodalität: Druck (Zentrifugation) Druck (Zentrifugation) Druck (WAB) 
Kraftgröße: 40,3 g/cm2 47,4 g/cm2 2,0 g/cm2 
Kraftdauer: 30 min, 90 min 1 h, 2 h, 4 h 1 bis 6 Tage 
Temperatur: Raumtemperatur 30 °C 37 °C 
Zellen: HABOs HABOs, HPDFs HPDFs 
Kultivierung: Mono-Kultur Mono- und Co-Kultur Mono-Kultur 
RT-qPCR 
(Referenzgen): 
RUNX2 (GAPDH) TNFA, COX2, IL6 
(B2M) 
RUNX2, P2RX7 
(B2M) 
COX2, TNFA, IL6, cFOS, 
HB-GAM, RUNX2, P2RX7 
(PGK1, RPL13A) 
ELISA: ./. IL6, TNF, PGE2 ./. TNF, PGE2 
Sonstiges: Pulse-Chase-Protokoll Apoptose-Induktion Apoptose-Induktion; 
Pulse-Chase-Protokoll 
Zellproliferation, Zellvitalität 
 
3.2.1 Gene des Knochenumbaus: RUNX2 und P2RX7 
Aufgrund seiner zentralen Bedeutung für die Knochenhomöostase und die Knochenremodellierung 
[55, 120, 133, 232, 269, 272] liegt die Vermutung nahe, dass kieferorthopädische Kräfte RUNX2-
Genexpression induzieren und RUNX2 an den Umbauprozessen während der kieferorthopädischen 
Zahnbewegung beteiligt ist [20, 306]. Der ATP-abhängige Ionenkanal P2RX7 wird ebenfalls in 
Zusammenhang mit der KZB diskutiert [4, 267], vor allem auch durch seine mögliche Beteiligung 
an der Entstehung von Wurzelresorptionen [22, 97]. Seine genaue Rolle während der KZB ist aber 
weiterhin unklar [267]. ATP ist ein zelluläres Stresssignal [82]. Es wird von Zellen z. B. während 
mechanischer Belastung sezerniert [120]. Durch ATP-Bindung öffnet der Ionenkanal und 
zweiwertige Kationen (insbesondere Ca2+) strömen in die Zelle hinein. Dies führt zur Freisetzung 
zentraler, proinflammatorischer Mediatoren, die regulierend auf die Knochenhomöostase wirken [4]. 
Um die Mechanosensitivität dieser Gene zu untersuchen wurden HPDFs und HABOs in 
Mono- und Co-Kultur über kürzere (30 min bis 4 h) und längere Zeiträume (1 d bis 6 d) Druckkräften 
ausgesetzt und die Genexpression beider Gene bestimmt [20, 107, 235]. 
In Mono-Kultur-HABOs war die RUNX2-Genexpression direkt mit der Dauer der Kraftapplikation 
verknüpft. Eine transiente Hochregulation war nach einer kurzen 30-minütigen [20] bzw. 1- oder 2-
stündigen Zentrifugation [235] zu beobachten. Längere Applikationszeiten (90 min, 4 h) be-
einflussten diese dagegen nicht. Auch in Mono-Kultur-HPDFs war die RUNX2-Genexpression mit 
der Dauer der Kraftapplikation verknüpft; eine länger-andauernde Hochregulation war nur nach 4-
stündiger Zentrifugation zu beobachten [235]. Nach kürzeren Zentrifugationen fiel die Gen-
expression unmittelbar nach Ausbleiben der Druckkraft auf den Wert der Negativkontrolle ab. Im 
WAB-Modell [107] zeigte sich ähnliches: transiente, aber nicht-signifikante Hochregulation der 
RUNX2-Genexpression nach 3 Tagen Druckapplikation. In Co-Kultur hatte die Dauer der Kraft-
applikation keinen Einfluss auf die RUNX2-Genexpression in beiden Zelltypen [235]. 
Die vorgelegten Ergebnisse demonstrieren, dass die RUNX2-Genexpression durch simulierte 
Druckkräfte herunterreguliert wird [20, 107, 235]: in Mono-Kultur in Abhängigkeit von der 
Kraftdauer und dem Zelltyp und in Co-Kultur unabhängig von beiden Parametern; lediglich die 
Kraftgröße scheint einen Einfluss auf die Dauer einer temporären Hochregulation zu haben [32, 56, 
57].  
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 In-vitro-Studien zur Knochenbildung auf der „Zugseite“ der orthodontischen Zahnbewegung 
zeigten eine Hochregulation dieses Gens [232, 269, 272, 306]. Ein autoregulatorischer Feedback-
Mechanismus im RUNX2-Gen könnte hier ebenfalls eine Rolle spielen [55]. Wie zuvor erwähnt, 
befinden sich im RUNX2-Promoter-Bereich Bindungsstellen für diesen Transkriptionsfaktor, die 
stimulierend oder inhibitorisch auf die Genexpression wirken und damit autosuppresive Effekte auf 
RUNX2 ausüben könnten [51]. RUNX2 ist das Mastergen des osteoblastären Phänotyps und wird als 
solches in entwickelten Osteoblasten exprimiert. Wird ein Osteoblast mechanisch stimuliert, könnte 
dieser Feedback-Mechanismus die beobachteten Änderungen in der RUNX2-Genexpression erklären 
[20]: eine temporäre Erhöhung und eine anschließende Herunterregulation zum ursprünglichen 
Expressionsgrad – und dies unabhängig von der Dauer und der Methode der Druckstressapplikation 
[20, 21, 107, 150, 235]. Gleichzeitig wird durch die Herunterregulation der RUNX2-Genexpression 
auf der simulierten „Druckseite“ der KZB Knochenumbau durch Osteoklasten gefördert. Zusätzlich 
wird durch kontinuierlichen Druckstress auf Osteoblasten die Expression alkalischer Phosphatase 
[197] vermindert und gleichzeitig die Sekretion von PGE2 (siehe unten) [107, 197, 234] gefördert. 
Auch dies inhibiert Osteoblasten-Differenzierung. 
P2RX7-Expression wurde u. a. in Monozyten und Makrophagen [38], Osteoblasten, Osteozyten und 
Osteoklasten [4] und in PDL-Fibroblasten [117] nachgewiesen. Viecilli et al. [267] zeigten im 
P2RX7-Knockout-Mausmodell, dass sich innerhalb von neun Tagen nach Beginn einer KZB 
nekrotisches Gewebe im PDL ansammelte. Da ein Abbau des nekrotischen Gewebes nicht erfolgte, 
erhöhte sich in diesem Bereich der mechanische Stress im PDL und es waren vermehrt Wurzel-
resorptionen zu beobachten. Die Autoren führten dies u. a. auf eine verminderte Sekretion von IL1B 
zurück, das u. a. für die Rekrutierung von Makrophagen und damit für die Knochenhomöostase 
verantwortlich ist [117, 118]. 
 Kurzzeitiger Druckstress führte in mono-kultivierten HABOs und HPDFs zu einer 
signifikanten Erhöhung der P2RX7-Genexpression [235]. In co-kultivierten Zellen war sie dagegen 
im Vergleich zu den korrespondierenden Negativkontrollen unabhängig von der Kraftdauer 
herunterreguliert [235]. Längere Druckstressapplikation auf HPDFs im WAB-Modell resultierte 
unabhängig von der Druckdauer in einer signifikanten Herunterregulation der P2RX7-Transkription 
im Vergleich zur Negativkontrolle [107]. 
 Statischer Druckstress induziert sowohl in mono-kultivierten HPDFs als auch in HABOs die 
Expression inflammatorischer Gene und Mediatoren (TNFA, IL1B, IL6, COX2, PGE2) [107, 234] 
(siehe folgender Abschnitt). In PDL-Stammzellen führen inflammatorische Bedingungen zu einer 
verminderten P2RX7-Expression und damit zu einer verminderten osteogenene Differenzierung 
dieser Zellen [282]. Es ist zu vermuten, dass dies hier auch zutreffen könne. Die Rolle des auf HPDFs 
und HABOs exprimierten P2RX7-Ionenkanals während der KZB ist im Detail noch nicht aufgeklärt. 
3.2.3 Entzündungsmediatoren und mechanosensitive Gene: TNFA, COX, IL6, 
PGE2, cFOS, HB-GAM 
In der frühen Phase einer KZB kommt es zu sterilen Entzündungsreaktionen im parodontalen 
Gewebe [157]. Dies führt zur Vasodilatation der Blutkapillaren, einer anschließenden Einwanderung 
von Leukozyten und zur Aktivierung proinflammatorischer Enzyme, Cytokinen und Chemokinen 
[140, 264]; hierzu gehören u. a. die in den vorgestellten Studien [107, 234] untersuchten Gene bzw. 
Metaboliten Interleukin 6 (IL6), Tumornekrosefaktor- (TNFA), Cyclooxygenase-2 (PTGS2) und 
Prostaglandin E2 (PGE2). Sie tragen wesentlich zur Stimulation des Knochenremodellierung durch 
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Hochregulation von RANKL bei [73, 119]. Mechanosensitive Gene wie cFOS und HB-GAM spielen 
in der Mechanotransduktion ebenfalls eine Rolle. In wieweit sie durch Druckkräfte während einer 
simulierten KZB reguliert werden, war ebenfalls Gegenstand der Untersuchung [107]. 
 Die Expression der vorgenannten Gene bzw. Genprodukte und Metaboliten wurde nach 
kurzer [234] oder längerer [107] Druckstressapplikation auf HPDLFs und/oder HABOs in Mono- 
bzw. Mono- und Co-Kultur bestimmt. In Mono-Kultur war in allen genannten Fällen eine von der 
Dauer des Druckstresses abhängige Expression zu beobachten [107, 234]. In Co-Kultur war sie 
zusätzlich abhängig vom Zelltyp [234]. 
Der Tumornekrosefaktor- (TNFA) ist nicht nur bei Entzündungsreaktionen beteiligt [193]. Im 
Zusammenspiel mit verschiedenen Interleukinen, Prostaglandinen, M-CSF und dem OPG-RANK-
RANKL-System ist er via NF-B-Aktivierung an der Osteoklastogenese beteiligt [125, 145].  
 Kurzzeitige Druckkraftapplikation mono-kultivierter HPDFs bzw. HABOs bewirkte eine 
Stimulation der TNFA-Genexpression in Abhängigkeit von der Druckdauer [234]. Generell war 
ähnliches in beiden Zelltypen in Co-Kultur ebenfalls zu beobachten [234]. Längere 
Druckkraftapplikation mittels WAB-Modell zeigte in mono-kultivierten HPDFs eine temporäre, 
signifikante Stimulation der TNFA-Genexpression ab dem dritten Tag bis zum sechsten Tag des 
Experimentes [107]. In beiden Studien konnte die TNFA im Zellkulturüberstand nicht nachgewiesen 
werden, da die Mengen unterhalb der Sensitivität des verwendeten ELISA-Systems lagen [107, 234]. 
 Mittels Zentrifugation setzten Grimm et al. [75] HPDFs einem Druckstress von 35 g/cm2 für 
3 Stunden aus; sie konnten keine TNFA-Stimulation feststellen. Dies ist in Einklang mit den von Shi 
et al. [234] berichteten Daten: während in HABOs zwar nach 1-stündiger Zentrifugation die 
Genexpression signifikant vervierfacht wurde, ist nach 4 Stunden Zentrifugation sowohl in HABOs 
als auch HPDFs keine TNFA-Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle feststellbar. 
Bezüglich der TNFA-Genexpression sind die Ergebnisse der Studien, die Druckstress mit 
dem WAB-Modell simulierten, widersprüchlich: einige Autoren berichten von einer maximalen 
Genexpression innerhalb der ersten 24 Stunden Druckapplikation auf HPDFs [180] oder SaOS-2-
Osteosarkoma-Zellen [137]. Während Kang et al. [115] selbst nach 48 Stunden Druckapplikation auf 
HPDFs keine Änderung der Genexpression feststellten, zeigten Kim et al. [125] signifikante Gen-
Stimulation nach 24 bzw. 48 Stunden Stimulation. Im Gegensatz zu den vorgenannten konnten Janjic 
Rankovic et al. [107] im erweiterten WAB-Modell eine Stimulation der TNFA-Genexpression vom 
2. bis 6. Tag der Simulation zeigen. Interessanterweise war TNFA weder im Zellkulturüberstand der 
experimentellen Gruppen (Zentrifugation bzw. WAB) noch den korrespondierenden 
Negativkontrollen nachweisbar [107, 234]. 
Interleukin 6 (IL6) ist wie TNFA mit Knochenhomöostase und Knochenumbau verknüpft [10, 45]. 
Eine Herunterregulation von IL6 kann zu einer Reduktion der Osteoblasten-Anzahl und damit zu 
einer Abnahme der Knochenmasse führen [13, 291]. Es nimmt eine wichtig Rolle im PDL-Umbau 
während einer KZB wahr [103]. 
 Kurzzeitige Druckkraftapplikation mono-kultivierter HPDFs bzw. HABOs bewirkte eine 
Stimulation der IL6-Genexpression in Abhängigkeit von der Druckdauer [234]. In Co-Kultur war 
ähnliches bei beiden Zelltypen ebenfalls zu beobachten [234]. Eine Erhöhung der IL6-Konzentration 
im Überstand mono-kultivierter HPDFs und HABOs folgte mit Verzögerung [234]. In co-
kultivierten HPDFs war keine signifikante Veränderung der Proteinsekretion bestimmbar, während 
in co-kultivierten HABOs eine signifikante Erhöhung nach 2- bzw. 4-stündiger Zentrifugation 
messbar wurde. Längere Druckkraftapplikation mittels WAB-Modell zeigte in mono-kultivierten 
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HPDFs eine signifikante Stimulation der IL6-Genexpression zwischen dem ersten und fünften Tag 
des Experimentes [107].  
 Mittels Zentrifugation setzten Grimm et al. [75] mono-kultivierte HPDFs einem Druckstress 
von 35 g/cm2 für 3 Stunden aus; sie konnten keine IL6-Stimulation feststellen. Dies ist in Einklang 
mit den von Shi et al. [234] berichteten Daten: während in HABOs nach 4 Stunden Zentrifugation 
die Genexpression signifikant verfünffacht wurde, ist nach 4 Stunden Zentrifugation in HPDFs keine 
IL6-Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle feststellbar. Interessanterweise kam es im 
HABO-Co-Kultur-Modell zu einer Herunterregulation der IL6-Genexpression im Vergleich zur 
Mono-Kultur, während die IL6-Konzentration im Zellkulturüberstand anstieg [234]. In einer Co-
Kultur aus alveolären Typ-II-Zellen und alveolären Makrophagen der Ratte beeinflussten zyklische 
mechanische Dehnung und CO2-Konzentration die intrazelluläre Menge und die Sekretion von 
TNFA und IL6 in einer nicht-additiven Interaktion [49]. Analog wäre es daher möglich, dass die 
Interaktion aus Druckapplikation und interzellulärer Kommunikation die IL6-Transkription reduziert 
und gleichzeitig die IL6-Sekretion in HABOs erhöht. 
 Im Gegensatz zum Zentrifugationsmodell wurden mit dem WAB-Modell auch längere 
Druckstressapplikationen von bis zu 24 Stunden durchgeführt und die IL6-Expression bestimmt 
[107, 127, 143, 203, 285], die sich in Bezug auf die IL6-Expression teilweise widersprechen. In 
einigen wird von einer temporären, signifikanten Erhöhung der IL6-Genexpression innerhalb der 
ersten 12 h mechanischer Stimulation berichtet, die im weiteren Verlauf wieder auf den Wert der 
Negativkontrolle zurückfiel [143, 285]. Andere beschreiben dagegen keinen signifikanten 
Unterschied zwischen Druckapplikation (2 g/cm2 für 24 h) und den korrespondierenden Kontrollen 
[203]. Die Anwendung des WAB-Modells über längere Zeiträume wurden von Janjic Rankovic et 
al. [107] (2 g/cm2 für 6 d) und Schröder et al. [228] (2 g/cm2 für 96 h) beschrieben. Beide berichten 
von einer signifikanten maximalen Hochregulation der IL6-Genexpression innerhalb der ersten zwei 
[228] bzw. drei Tage [107].  
Cyclooxygenase-2 (COX2; prostaglandin-endoperoxide synthase 2, PTGS2) ist eine Schlüssel-
enzym in der Prostaglandin-Synthese einschließlich Prostaglandin E2 (PGE2). Es wird durch das 
PTGS2-Gen kodiert und ubiquitär exprimiert. PTGS2 wird wie FOS zu den „immediate-early genes“ 
gerechnet [222]; die Induktion der Transkription dieser Gene benötigt keine de novo-Proteinsynthese 
[8]. PTGS2 ist an allgemeinen Entzündungsreaktionen [25] und Knochenresorption [140] beteiligt. 
Die PTGS2-Genexpression wird durch mechanische Kräfte verstärkt [119, 176]. Dies führt 
wiederum zu einer erhöhten PGE2-Produktion unter mechanischer Belastung [236]. Durch einen 
autokrinen Mechanismus führt die steigende PGE2-Konzentration in HPDFs zu einer RANKL-
Hochregulation und damit zur Induktion der Osteoklastogenese [119].  
 In mono-kultivierten HPDFs und HABOs ist eine von der Stressdauer abhängige signifikante 
PTGS2-Stimulation zu beobachten [234]. Die PGE2-Konzentration im Zellkulturüberstand von 
HPDFs ist unabhängig von der Zentrifugationsdauer ebenfalls signifikant erhöht, während in mono-
kultivierten HABOs eine Herunterregulation zu beobachten ist. PTGS2-Genexpression und PGE2-
Sekretion waren in co-kultivierten HPDFs dagegen signifikant herunterreguliert. In co-kultivierte 
HABOs ist eine signifikante, temporäre PTGS2-Stimulation nach 2-stündiger Zentrifugation zu 
beobachten; die PGE2-Sekretion erreichte zum gleichen Zeitpunkt ebenfalls das Maximum. 
Druckapplikation auf HPDFs mit dem WAB-Modell (2 g/cm2 für bis zu 6 Tage) resultierten in einer 
temporären, signifikanten Hochregulation der PTGS2-Genexpression zwischen dem 2.–5. Tag des 
Experiments [107]. Die PGE2-Konzentration dagegen stieg im Verlauf des Experimentes immer 
weiter an und erreichte am 5. Tag ein Plateau. 
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 In einer Studie von Grimm et al. [75] wurde mittels Zentrifugation (34,9 g/cm2 für 3 h) 
Druckstress auf HPDFs ausgeübt. Hierdurch stieg die PTGS2-Expression um das 4,4-fache, während 
die PGE2-Konzentrationen im Zellkulturüberstand unterhalb des Detektionslimits von ≤ 9,7 pg/mL 
des verwendeten ELISA-Systems lag. Während die von Shi et al. [234] berichtete 4,5-fache 
Stimulation mit dem oben genannten Wert übereinstimmt, ist die im Vergleich sehr niedrige PGE2-
Konzentration insofern verwunderlich. Eine mögliche Erklärung könnten die unterschiedlichen Zell-
kulturmedien und/oder die biologische Variabilität der verwendeten HPDFs-Quellen liegen [176]. In 
der murinen Osteoblastenzellinie MC3T3-E1 konnte ebenfalls eine Druckstress-abhängige Induktion 
der PGE2-Sekretion gezeigt werden [59]. Leider lassen sich die Werte nicht direkt miteinander 
vergleichen, da sich die Angabe der relativen Zentrifugalbeschleunigung „287g“ [59] ohne weitere 
Geräte- und Experiment-spezifische Informationen nicht umrechnen lässt [20, 213]. 
 Zur PTGS2-Genexpression und PGE2-Sekretion nach Druckapplikation mit dem WAB-
Modell liegen mehrere Studien vor: sie berichten alle von einer kontinuierlichen Stimulation der 
Genexpression und einer ansteigenden PGE2-Sekretion in den Zellkulturüberstand [116, 119, 176, 
203, 221]. Insofern stimmen sie mit den hier berichteten Daten überein [107]. In einigen Studien 
erreichte die PTGS2-Expression den Maximalwert zum Ende (48 h) der jeweiligen Experimente 
[116, 176]. Eine andere Studie dagegen berichtet von einer signifikante Hochregulation innerhalb 
der ersten drei Tage des Experiments mit einem Maximalwert am zweiten Tag [228]. Die von Janjic 
Rankovic et al. [107] berichtete zweitägige Verzögerung zwischen dem Anstieg der PTGS2-
Genexpression und der PGE2-Anreicherung im Zellkulturüberstand könnte an der Sensitivität des 
verwendeten ELISA-Systems liegen [116, 119]. 
Der Einfluss einer simulierten kieferorthopädischen Kraft auf die Genexpression der mechano-
sensitiven Gene FOS und HB-GAM wurde mit dem WAB-Modell in HPDFs von Janjic Rankovic et 
al. [107] ebenfalls untersucht. Das Protoonkogen cFOS wird durch das FOS-Gen kodiert und bildet 
zusammen mit cJUN den heterodimeren Transkriptionsfaktor AP-1 (activator protein 1) [89]. Wie 
COX2 gehört FOS zu den „immediate-early“ Genen [8]. FOS-Genexpression wird z. B. durch 
mechanische Dehnung in HPLDFs stimuliert [130, 199, 287]. HB-GAM (heparin binding growth 
associated molecule; Pleitrophin, PTN) ist ein mechano-responsives Gen in Osteoblasten [98, 99] 
und in HPDLFs [147], dessen Expression durch mechanische Dehnung gesteuert wird [280]. 
 Janjic Rankovic et al. [107] zeigten, dass im WAB-Modell die Applikation einer kontinuier-
lichen Druckkraft eine dauerhafte Hochregulation der FOS-Genexpression in HPDFs bewirkte. Die 
HB-GAM-Expression dagegen zeigte bis auf eine kurzzeitige Herunterregulation am 5. Tag des 
Experiments keine signifikanten Änderungen der Genexpression.  
Vergleichbare Studien mit dem 2D-WAB-Modell konnten nicht identifiziert werden [106]. 
Mittels Mikroarray und RT-qPCR untersuchten Li et al. [157] die druckabhängige Genexpression in 
HPDFs mit dem 3D-WAB-Modell (25 g/cm2 für 6 h, 24 h und 72 ) und zeigten eine zeitabhängige 
Hochregulation der FOS-Genexpression. In murinen MC3T3-E1-Zellen stimuliert eine 5-minütige 
Zentrifugation bei 287  g gefolgt von einer 30-minütigen Chase-Phase die 14-fache FOS-
Genexpression [59] während Zentrifugation (209  g für 5 min bis 6 h) von UMR-106-Osteoblasten 
(Ratte) eine transiente FOS-Hochregulation mit einem Maximum nach 30 Minuten Zentrifugation 
induzierte [153]. Zentrifugation von HPDFs (60 min bei 50 g/cm2) zeigten eine transiente 
Aktivierung der DNA-Bindung des AP-1-Komplexes [93, 135]. 
  
  31 
3.2.4 In-vitro-Simulation kieferorthopädischer Kräfte 
Im Laufe der letzten 30 Jahre wurden eine Vielzahl von Methoden zur Simulation 
kieferorthopädischer Kräfte auf Zellen entwickelt (Abb. 2.2) [50, 289]: die „Druckseite“ einer KZB 
wird durch Zentrifugation [20, 212], dem WAB-Modell [106, 114, 119] oder hydrostatische 
Kompression simuliert. Die Nachbildung der zelluläre Dehnung auf der „Zugseite“ einer KZB wird 
hauptsächlich durch statische oder dynamische mechanische Verformung des Substrates, auf dem 
die Zellen kultiviert werden, erreicht (Sun & Baumert, Manuskript in Vorbereitung) [50, 289]. Fluide 
Scherspannung wird in Zusammenhang mit der Rolle von Osteozyten während der KZB diskutiert 
[140, 250, 289]. 
In den hier vorgestellten Arbeiten [20, 106, 107, 234, 235] lag der Schwerpunkt auf der 
Etablierung und Erweiterung zweier bestehender In-Vitro-Methoden zur Simulation der 
„Druckseite“ einer KZB: die Zentrifugationsmethode [20, 234, 235] und dem WAB-Modell [106, 
107]. 
Die Vorteile des Zentrifugationsmodells liegen auf der Hand: in jedem Zellkulturlabor gibt es eine 
Laborzentrifuge mit Ausschwingrotor, in der Zellkulturplatten (z. B. 6- oder 12-Well-Platten) 
zentrifugiert werden können. Da die Geräte- und Versuchsparameter bekannt sind, lässt sich die 
Druckkraft berechnen [20, 213, 214]. 
In den meisten Fällen werden die Drucksimulationen mittels Zentrifuge bei Raumtemperatur 
durchgeführt [20, 75, 212-214] – und hier liegt auch der Nachteil dieses Modells: die Temperatur-
Sensitivität biologischer Systeme. Die Kultur humaner HPDFs und HABOs erfolgt im Zellkultur-
Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 in Wasserdampf gesättigter Umgebung. Eine Kultivierung der 
Zellen bei Temperaturen < 37 °C über einen längeren Zeitraum wird höchst wahrscheinlich 
Apoptose und Zelltod induzieren. Einige Autoren modifizierten daher die Temperatur-Regulation 
der Zentrifuge oder platzierten die Zentrifuge in einem Wärmeschrank [101, 182, 261]. Das in den 
meisten Zellkulturmedium verwendete pH-Puffersystem basiert auf dem Bicarbonat-Gleichgewicht 
zwischen dem Hydrogencarbonat im Medium und dem CO2 im Inkubator. Da Zentrifugen 
sicherheitsbedingt während des Betriebes hermetisch verschlossen sind, findet kein CO2-Austausch 
mit der umgebenden Luft statt. Über einen längeren Zeitraum würde daher das Zellkulturmedium zu 
sauer werden. Der Austausch des Zellkulturmediums mit einem HEPES-haltigen könnte die CO2-
Abhängigkeit verringern [260, 261]. 
Bei länger-andauernder Zentrifugation (> 4 h) besteht immer die Gefahr einer Apoptose-
Induktion oder einer Zell-Nekrotisierung (Shi & Baumert; unveröffentlicht). Daher wurden in den 
hier vorgestellten Studien entweder Apoptose-Induktion [234, 235] oder Zellvitalität und 
Zellproliferation [107] bestimmt. Negative Auswirkungen auf diese Parameter konnten in den 
genannten Studien ausgeschlossen werden. Eine alternative Methode ist der Nachweis der 
Zellintegrität durch Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH) im Zellkulturüberstand [77]: 
dieses Enzym gelangt nur durch sterbende bzw. tote Zellen in den Zellkulturüberstand. Theilig et al. 
[254] zentrifugierten HPDFs und humane Gingiva-Fibroblasten über 16 h bei Raumtemperatur 
(Negativkontrolle: ebenfalls 16 h bei Raumtemperatur) und konnten keine Beeinträchtigung der 
Membranintegrität mittels LDH-Assay nachweisen. Dies ist umso verwunderlicher, da Shi 
(unveröffentlichte Ergebnisse) nach > 8 h Inkubation bei Raumtemperatur bereits Apoptose 
nachwies. Das in der Zellkultur verwendete fötale Kälberserum enthält LDH und muss daher vor 
Anwendung hitzedeaktiviert werden; ansonsten würde eine zu hohe Hintergrundaktivität gemessen 
werden [77]. Inwieweit dies in der Studie von Theilig et al. [254] berücksichtigt wurde, konnte nicht 
ermittelt werden. 
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Das „WAB Loading Model“ wurde 1992 von Kanai et al. [114] zur Applikation statischen, 
unidirektionalen Druckes auf HPDFs eingeführt und ist zu einem quasi „Goldstandard“ im Kanon 
der Simulation kieferorthopädischer Kräfte geworden [107, 289]. Durch Änderung des auf die Zellen 
einwirkenden Gewichts wird statischer, unidirektionaler Druck zwischen 0,25 g/cm2 bis 5 g/cm2 
erzeugt [106]. Aufbau-bedingt kann es in jedem CO2-Inkubator verwendet werden und vermeidet so 
eines der wesentlichen Nachteile der Zentrifugation (siehe oben). Solange das Aufsetzen und 
Abnehmen des direkt auf den Zellen liegenden Deckglases vorsichtig genug geschehen, ist eine 
Zellschädigung hierdurch nicht zu befürchten [106, 107]. Dennoch ist die Kontrolle der Zellvitalität 
für die Anwendung eines In-vitro-Modelles essenziell. 
Beiden Simulationsmethoden gemeinsam ist: sie ermöglichen die Analyse eines spezifischen Zell-
typs unabhängig von anderen – dies ist vor allem für Untersuchungen zur intrazellulären Kommuni-
kation wichtig, da hier Methoden angewendet werden, deren Anwendung in Geweben nicht oder nur 
eingeschränkt möglich sind [106, 273, 289]. Unter diesen kontrollierten Bedingungen sind Analysen 
einer Vielzahl verschiedener Interventionen auch in Kombination ohne weiteres möglich. 
 In vivo hängt die KZB von einer komplexen, interzellulären Kommunikation zwischen den 
verschiedenen Zelltypen im Zahnhalteapparat ab und insbesondere die Interaktion zwischen HPDFs 
und HABOs ist essentiell [140, 141, 264]. Durch Shi et al. [234, 235] wurde für das Zentrifugations-
modell die Anwendung eines indirekten In-vitro-Co-Kultur-Modells aus HPDFs und HABOs 
etabliert [9, 34, 154]. Die Autoren konnten durch Unterschiede in der Zelltyp-spezifischen 
Genexpression zwischen Mono- und Co-Kultur auf eine interzelluläre Kommunikation zwischen 
beiden Zelltypen schließen. Aufgrund der Anordnung kann davon ausgegangen werden, dass die 
interzelluläre Kommunikation vom Zelltyp im Insert zum Zelltyp auf dem Boden des Wells verläuft, 
parallel und in Richtung der Zentrifugalkraft [234, 235]. 
 Eine weitere Annäherung an die In-vivo-Situation stellt die Etablierung von 3D-Zellkultur-
modellen dar [106]. Kang et al. [115] applizierten konstanten, unidirektionalen Druck auf 2D- und 
in einer Kollagen-Matrix 3D-kultivierte HPDFs mit dem WAB-Modell (2 g/cm2 für 2-48 h) und 
analysierten die Genexpression mittels cDNA-Mikroarrays. Sie stellten einen signifikanten 
Unterschied zwischen den Genexpressions-Profilen 2D- und 3D-kultivierter HPDLFs fest. Da die 
Kollagen-Matrix einige Nachteile aufweist [106], wäre die von Liao et al. [159] eingeführte 
hydrophilisierte PLLA-Matrix vielversprechend. Inwieweit eine Adaptation der 3D-Zellkultur an das 
Zentrifugationsmodell möglich ist, müssen weitere Studien zeigen. 
Um die Vergleichbarkeit zukünftiger Studien zu erhöhen, wurden in mehreren systematischen 
Übersichtsartikeln bisherige Studien auch hinsichtlich des „reporting bias“ untersucht [106, 264] 
(Sun & Baumert, Manuskript in Vorbereitung). Hauptsächliche Defizite waren u. a. unvollständige 
Informationen zu den Zellspendern (Alter, Geschlecht) [176], Unterschiede in den 
Zellkulturbedingungen und nicht-MIQE-konformer Bericht der Genexpressionsanalysen mit RT-
qPCR [29]. Kürzlich wurde von Jäger et al. [104] ein serum-freies Zellkulturmedium zur HPDF-
Kultivierung vorgestellt. Inwieweit sich dies in den beschriebenen Simulationen bewährt und auch 
mit anderen Zelltypen verwendet werden kann, bleibt Gegenstand zukünftiger Untersuchungen. 
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3.3 Kieferorthopädische Zahnbewegung, Glucocorticoide und diurnale Rhythmik 
Mit einer kieferorthopädischen Behandlung sind physikalischer und mentaler Stress (Schmerz und 
Angst) verbunden. Physikalischer Stress wird in Form von kieferorthopädischen Kräften in den 
Zahnhalteapparat eingeleitet und erzeugt dort u. a. durch Aktivierung von Schmerzrezeptoren und 
der Interaktion einer Vielzahl inflammatorischer Moleküle Schmerzen, der wenige Stunden nach 
Applikation der kieferorthopädischen Kraft beginnt und ca. fünf Tage anhält [286]. 
 Ein Maß zur „objektivierbaren“ Bestimmung mentalen Stresses ist das „Stress-Hormon“ 
Cortisol. Es liegt zu ca. 90 % in gebundener, biologisch-inaktiver Form im Blut vor. Das 
verbleibende Cortisol ist entweder an Albumin gebunden (ca. 7 %) oder zirkulieren in „freier“, 
ungebundener, biologisch-aktiver Form (ca. 3 %). Die Speicheldrüsen sekretieren nur die beiden 
letztgenannten Cortisol-Formen in den Speichel [126, 259, 274]. Die Beprobung im Speichel stellt 
daher eine einfache, nichtinvasive Methode zur Bestimmung dar. 
Wie viele weitere Biomarker in der gingivalen krevikulären Flüssigkeit (GCF) und im 
Speichel unterliegt die basale Speichel-Cortisol-Konzentration einer diurnalen Rhythmik [36, 122, 
238, 239]. Während für Erwachsene detaillierte Informationen über das Cortisol-Tagesprofil 
vorliegen [274], existieren für Jugendliche im Alter von 10 – 14 Jahren nur Referenzwerte [76, 123]. 
Daher wurde von Tzortzi et al. [259] das Cortisol-Tagesprofil im Speichel von Schulkindern der 
Altersgruppe zwischen 10 und 14 Jahren bestimmt. Im Wesentlichen stimmen das Cortisol-
Tagesprofil Jugendlicher [259] und Erwachsener [274] überein: kurz nach dem Aufwachen (ca. 1 h 
bei Erwachsenen; ca. 30 min bei Jugendlichen) erreicht der Cortisol-Spiegel im Speichel das 
Maximum. Im Vergleich zum Profil Erwachsener fällt der Cortisol-Spiegel bei Jugendlichen 
schneller (innerhalb der folgenden 2 h) ab als bei Erwachsenen und erreicht ca. 10 h nach dem 
Aufwachen den Minimalwert. Die Studie von Tzortzi et al. [259] zeigt darüber hinaus anschaulich, 
dass der individuelle Cortisol-Spiegel über den Tag durch physikalischen oder mentalen Stress 
Schwankungen unterliegt [126]. Dies hat für die Versuchsplanung entsprechende Konsequenzen, da 
die Angabe eines definierten Zeitabschnitts mit stabiler aber niedriger Speichel-Cortisol-Basislinie 
nicht möglich ist. Daher sollte zu jedem experimentellen Zeitpunkt die entsprechende Basissekretion 
vorher bestimmt werden [5, 307]. Ein weiterer objektivierbare Messgröße stellt die 
Aktivitätsbestimmung der -Amylase im Speichel (sAA) dar [33, 246]. In diesem Zusammenhang 
wird diskutiert, dass sAA eher als Indikator akuten Stresses dienen könnte und Langzeitstress eher 
über die Speichel-Cortisol-Konzentration bestimmt werden könnte [6]. Inwieweit die beiden Marker 
eine solche Differenzierung wirklich treffen können, ist weiteren Untersuchungen vorbehalten. 
Auch ohne mechanische Belastung finden ständig Umbauprozesse im Knochen statt. Während 
Knochenbildung und Mineralisation primär den sekretorischen Osteoblasten und Osteozyten 
zuzuschreiben ist, wird die Knochenresorption indirekt durch die Aktivierung von Osteoklasten 
gesteuert [121, 252]. Osteoklasten-Aktivierung und damit Stimulation der Knochenresorption wird 
durch einige proinflammatorische Zytokine, Parathormon, 1,25-Dihydroxyvitamin-D3 und Gluco-
corticoide, insbesondere Cortisol, reguliert [71]. Calcium- und Phosphat-Stoffwechsel der Knochen 
unterliegen ebenfalls einer hormonellen Steuerung u.a. durch Parathormon, Calcitonin und 
Fibroblastenwachstumsfaktor 23 [266, 275]. 
 Eine erhöhte Cortisol-Konzentrationen inhibiert Osteoblasten-Proliferation und Differen-
zierung und beeinflusst Knochenhomöostase und Knochenumbau negativ [277]. Im Tierversuch 
führte mentaler Stress zu einer Abnahme der KZB und einer Reduktion in der Osteoklastenanzahl 
um die Zahnwurzel herum [179, 263]. Inwieweit sich diese Ergebnisse auf den Menschen übertragen 
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lassen ist noch nicht klar [277]. Möglicherweise könnte eine durch mentalen Stress ausgelöste 
inflammatorische Umgebung die Mechanotransduktion im Knochen verändern [142, 277]. 
Knochenumbau und Knochenremodellierung unterliegen ebenso einer circadianen Rhythmik [1, 60, 
134, 248, 290] wie das Parodontalligament [105, 218] und z. B. der Zahndurchbruch [204]. An der 
Steuerung der Differenzierung und Proliferation von Osteoblasten und Osteoklasten sind primäre 
Clock-Gene (u. a. BMAL1, CLOCK, PER1 und PER2) beteiligt [248, 281]. Die Expression von 
Marker-Genen der Osteoblasten-Differenzierung, wie z. B. Kollagen 1, alkalische Phosphatase und 
RUNX2, ebenso wie Osteoklasten-spezifische Gene werden durch diurnale Rhythmen gesteuert 
[219, 290, 308]. Glucocorticoide wie Cortisol oder in vitro Dexamethason triggern Clock-Gene in 
Osteoblasten [1, 60, 134]. Eine Erhöhung des Glucocorticoid-Spiegels z. B. durch Medikamente oder 
durch andauernden mentalem Stress dagegen vermindert oder verhindert Osteoklastogenese und 
damit Knochenumbau [124, 304] und beeinflusst damit auch die kieferorthopädische Zahnbewegung 
negativ [131, 179, 207]. 
3.4 Zusammenfassung und Ausblick 
Mit den beiden hier vorgestellten Studien zur Genotyp-Phänotyp-Korrelation bei Dysostosis 
cleidocranialis [17-19] wurde das Mutationsspektrum im RUNX2-Gen wesentlich erweitert. Um die 
phänotypischen Charakteristika der CCD-Patienten besser einordnen und statistisch auswerten zu 
können, wurde zusätzlich ein systematischer, einheitlicher Befundkatalog mit eindeutigen 
Kategorien entwickelt. Auf dieser Basis konnte gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen 
Mutationstyp und Lokalisation der Mutation existiert. 
Nach dem Erscheinen beider Publikationen hat sich durch die Anwendung neuer Mutations-
Screening-Methoden und die Entdeckung weiterer Genregulationsmechanismen der Knochen-
entwicklung und Knochenremodellierung im Allgemeinen und RUNX2 im speziellen eine rasante 
Entwicklung ergeben. Ebenfalls sind weitere, vielversprechende Ansätze zur Genotyp-Phänotyp-
Korrelation bei CCD-Patienten publiziert worden. Die Heterogenität im klinischen Befundbericht 
vermindern aber die Vergleichbarkeit untereinander. Hier wäre ein systematischer, einheitlicher 
Befundkatalog mit eindeutigen Kategorien und einer auch endokrinologische Parameter [30, 47, 247] 
umfassenden Befunderhebung von Vorteil, möglicherweise auf der Basis der von Baumert et al. [17] 
verwendeten Kategorien [237]. Epigenetische Kontrolle des RUNX2-Gens [87, 297] und das 
Auftreten von Copy-Number-Variationen erfordern eine Erweiterung des Genotypisierungs-
Portfolios zur Detektion CCD-verursachender Mutationen. 
Epigenetische Faktoren spielen bei der Osteoblasten-Differenzierung [86], dem durch mechanische 
Kräfte induzierten Knochenumbau [271], der Glucocorticoid-induzierte Osteoklasten-Differen-
zierung [233] und der durch diurnale Rhythmik-gesteuerten Genexpression [53] eine wichtige Rolle. 
Diese wäre daher sowohl bei der Genotypisierung von RUNX2-Mutationen als auch bei der 
Genexpressions-Analyse nach simulierter kieferorthopädischer Zahnbewegung zu berücksichtigen. 
Zur Simulation der KZB wurden zwei In-vitro-Modelle der „Druckseite“ etabliert und wesentlich 
erweitert [20, 106, 107, 234, 235]. Mit dem Zentrifugations-Modell wurde die indirekte Co-Kultur 
eingeführt und eine Druckstress-induzierte interzelluläre, vermutlich parakrinen Kommunikation 
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zwischen HPDFs und HABOs gezeigt [234, 235], mit dem WAB-Modell die ersten 6 Tage einer 
KZB  simuliert und damit die Anwendung des Modells wesentlich erweitert [106, 107]. 
Die Simulation der „Zugseite“ der KBZ wird aktuell im Labor etabliert und erste 
Untersuchungen zur Simulation einer fluiden Strömung und deren Auswirkungen auf HABOs und 
HPDFs wurden begonnen. Die Erweiterung des WAB-Modells in Richtung 3D-Kultur werden 
ebenso weiterverfolgt. 
 Um die Richtung der eingangs erwähnten „Biologisierung“ der KZB weiterzuverfolgen, ist 
die Etablierung einer alters- und geschlechtsspezifischer Zellkultur [176] ebenso in Vorbereitung wie 
die Genotypisierung der anonymisiert-gespendeten Zellen [48, 161-163, 165, 244, 283]. Damit 
wären Korrelationen zwischen Mechanotransduktion und spezifischen Polymorphismen (z. B. 
Assoziation zwischen P2RX7-Polymorphismen und externer, apikaler Wurzelresorption [22, 78]) 
möglich. Dies könnte Hinweise auf die bereits von Schwarz [230] betonten individuellen 
Unterschiede zwischen Patient und der Reaktion auf eine KZB geben und damit auf eine 
„biologisierte“, individuellere Therapie. 
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